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1 Einleitung

Die Ursache vieler schwerer psychiatrischer Erkrankungen, wie die der
Schizophrenie und depressiver Erkrankungen, sind trotz intensiver
Forschungsbemiihungen bis heute nicht endgiltig geklart. Es wird von einer
multifaktoriellen Genese ausgegangen in deren Zentrum eine genetische
Vulnerabilitat stehen soll [1], [2]. Epidemiologische Studien zeigten, dass auch
Umweltfaktoren, wie z.B. perinatale Infektionen und Geburten in der kalten
Jahreszeit, mit einem erhodhten Risiko an Schizophrenie zu erkranken
einhergehen [3], [4], [5]. In den Focus solcher Uberlegungen gerieten unter
anderem Erreger wie Toxoplasma (T.) gondii [6], da Toxoplasmen in der Lage

sind eine chronische Infektion mit jahrelanger Persistenz im ZNS hervorzurufen

[7].

| Abbildung 1: T. gondii

Zyste und Einzelparasiten aus dem Gehirn einer Maus.
Zystendurchmesser ca. 70pm (Seitz 1992).

1.1 Toxoplasma gondii

T. gondii ist ein weltweit vorkommender einzelliger Parasit, der ca. 25 % der
Menschheit chronisch infiziert [8]. Die geringe Wirtsspezifitdt befdhigt den
Erreger zur Infektion eines breiten Spektrums warmbliitiger Vertebraten (u.a.
Katze, Mensch, Schaf, Schwein und Hund). Die Pravalenz ist altersabhangig und

regional unterschiedlich. Die Morbiditat ist allgemein gering. Beim
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immunkompetenten Erwachsenen verlauft die Infektion in der Regel
asymptomatisch. Bei immunkompromitierten Patienten (HIV-Infektion) sowie
bei Infektion des Fetus kann es jedoch zu schwerwiegenden Komplikationen wie
zerebraler und generalisierter Toxoplasmose sowie zur konnatalen
Toxoplasmose kommen. Als haufigster Ansteckungsweg wird die Aufnahme
zystenhaltigen Fleisches angesehen [9], [10]. Eine weitere Infektionsquelle
stellen Katzen und andere Feliden dar, denen als Endwirten eine entscheidende
Bedeutung im Entwicklungszyklus des Parasiten zukommt [11], [12]. Ihre Rolle
bei der Ubertragung der Toxoplasmen wird in der Literatur kontrovers beurteilt.
Einige Autoren vertreten nach wie vor die Ansicht, dass der Kontakt zu Katzen
eine der Hauptursachen fur die Infektion mit 7. gondii darstellt [13], [14]. Die
Mehrzahl geht jedoch von einer geringeren Bedeutung der Katze als
Infektionsquelle aus, da sich zwischen Gebieten mit hohem und niedrigem
Katzenanteil keine wesentlichen Unterschiede in der Toxoplasmose Inzidenz
feststellen lieBen [15], [16], [17]. Ein weiterer Infektionsweg ist die
diaplazentare Ubertragung des Erregers auf den Fétus bei erstmalig infizierten
Schwangeren. Die Inzidenz der konnatalen Toxoplasmose liegt in Deutschland
zwischen 0,1 und 0,2 Prozent [18], [19], [20]. Zur Vorbeugung gegen die
Auswirkungen pranataler Infektionen sind serologische

Vorsorgeuntersuchungen bei Schwangeren wichtig.

1.1.1 Erreger und Entwicklungszyklus

Im Entwicklungszyklus tritt 7. gondii in verschiedenen Stadien auf:

Endozoiten (Tachyzoiten) sind Proliferationsformen, die sich innerhalb einer
parasitophoren Vakuole in kernhaltigen Zellen des Wirtes durch Endodyogenie
schnell vermehren. Dabei entstehen innerhalb einer Mutterzelle zwei
Tochterindividuen. Die von der Doppelmembran der parasitophoren Vakuole

umgebenen Ansammlungen von Tachyzoiten werden auch als ,Pseudozysten®
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bezeichnet. Tachyzoiten sind sichelférmige Zellen, die am vorderen Pol einen
Apikalkomplex enthalten. Mit Hilfe des Apikalkomplexes tritt der Parasit beim
Eindringen in die Wirtszelle in Kontakt zur Wirtszellmembran. Dabei werden aus
dem Apikalkomplex Inhaltsstoffe  abgegeben, die offenbar beim
Penetrationsvorgang eine Rolle spielen. Endozoiten sind an der AuBenwelt sehr
hinfallig; nach peroraler Aufnahme (berstehen sie die Magenpassage in der
Regel nicht.

Polring
Conoid

Subpellikulares Fibrillennetz

Taxonemen (Rhoptrien)
Ribosomen

Paraglykogen
Golgi- Komplex
»,Golgi adjunct"
Mikropyle
Zellkern

Nukleolus

Endoplasmatisches Retikulum

Mitochondrium
Lysosom

Abbildung 2: Toxoplasma gondii: Schematische Darstellung eines Tachyzoiten
(WildfGhur 1975)



Einleitung

Zystozoiten (Bradyzoiten) sind durch langsame Vermehrung in Zysten
gebildete Stadien. Die Zysten bilden sich intrazelluldr in verschiedenen
Geweben, sie haben eine relativ widerstandsfahige Wand, werden bis zu 150um
groB und kdnnen bis zu mehrere Tausend Zystozoiten enthalten. Im Wirt haben
sie eine lange Lebensdauer. Menschen und Tiere kdnnen sich durch orale
Aufnahme zystenhaltigen Fleisches infizieren. Oozysten sind rundliche, mit
einer resistenten Hlle ausgestattete Dauerstadien, die als Endprodukt eines im
Darmepithel von katzenartigen Tieren ablaufenden geschlechtlichen Zyklus
entstehen, eine Zygote enthalten und mit dem Kot ausgeschieden werden.
Innerhalb von 2-4 Tagen erfolgt die Sporulation, bei der 2 Sporozysten mit je 4
Sporozoiten entstehen. Erst die sporulierte Oozysten sind flir Menschen und
Tiere infektids. Die extraintestinale Phase schlieBt sich an eine perorale
Infektion mit Oozysten oder Zysten an und kommt bei Zwischenwirten und bei
Endwirten vor. Vom Darm aus gelangen die Toxoplasmen, vorwiegend wohl
eingeschlossen in Makrophagen, im Blut oder der Lymphe in verschiedene
Organe und vermehren sich in kernhaltigen Wirtszellen, vorzugsweise im
retikulohistiozytaren System, in der Muskulatur und im ZNS. Durch wiederholte
Endodyogenie entstehen in der sich erweiternden Wirtszelle bis zu 32
Tochterindividuen, bis die Zelle platzt [21]. Die dabei frei werdenden
Endozoiten befallen benachbarte Zellen. Diese Vorfalle fiihren im befallenen
Gewebe zu fokalen Nekrosen und entziindlichen Reaktionen. Im Rahmen einer
Generalisation kann es auch zur Besiedlung der Plazenta und etwa 3-4 Wochen
spater auch zur Infektion des Fotus kommen. Relativ friih im Verlauf der
Infektion entstehen Zysten, die in ihrer Umgebung keine entziindlichen
Reaktionen hervorrufen. Solche Zysten (=Gewebezysten) findet man vor allem
im ZNS, in der Skelett- und Herzmuskulatur, aber auch in der Retina, der
Uteruswand und in anderen Organen. Sie kénnen jahrelang am Leben bleiben,

ohne den Wirt merklich zu schadigen [11].
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1.1.2 Klinisches Bild und Diagnose

Es gibt zwei Erscheinungsformen der Toxoplasmose:

Die postnatale Toxoplasmose verlauft beim immunkompetenten Menschen
meist harmlos oder ganzlich unbemerkt. Es handelt sich um eine chronisch
latente Infektion ohne Symptome. Bei 1% der Infizierten kommt eine
symptomatische Toxoplasmose mit Schwellung von Lymphknoten (haufig
nuchal und zervikal), Fieber, Kopf- und Muskelschmerzen vor [12], [13], [22],
[23], [24]. Die Diagnose ist beispielsweise liber die Bestimmung der Antikdrper
im Blut moglich. Bei immunsupprimierten Patienten (z.B. nach
Organtransplantation) und bei AIDS (ca. 30% aller AIDS Kranken, [25]) kann
eine chronische Infektion reaktiviert werden [26], [27], [28]. In diesem Fall
kann eine Toxoplasmenencephalitis entstehen. Dieses Krankheitsbild kann einen
schweren Verlauf, mit fokalneurologischen Defiziten (Hemiparesen,

Sensibilitatsstérungen, Aphasie) und Wesensanderungen sowie evtl.

septischer Streuung in Herz, Leber, und Milz, nehmen [22], [29], [30]. Da bei
AIDS-Patienten eine Stérung der humoralen Antikérperbildung und der
zelluldren Immunitat vorliegt kommt neben der serologischen Diagnostik bei
entsprechender Klinik auch der Bildgebung eine besondere Bedeutung zu [31],
[32]. Auch der direkte Erregernachweis im Tierversuch eignet sich zur
Diagnostik [31], [33].

Abbildung 2: Toxoplasmenenzephalitis bei einem Patienten
mit AIDS. Das kraniale CT zeigt nach KM-Gabe eine ringférmige
Lasion im Bereich des Thalamus mit peripherem Odem und

Ventrikelkompression (Armstrong 1999).
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Bei der konnatalen Toxoplasmose unterscheidet man eine relativ seltene,
frihe Fetusinfektion mit einem schweren Verlauf von einer haufigeren, spaten
Fetusinfektion. Bei der friihen Form kommt es u.a. zu Hepatosplenomegalie,
Ikterus, Myokarditis und Aborten sowie zur Enzephalitis mit der Trias
Hydrozephalus, Chorioretinitis und intrazerebralen Verkalkungen [13]. Bei der
spaten Form beobachtet man einen leichteren Krankheitsverlauf wobei es zu
spateren postenzephalitischen Schaden (Intelligenzdefekten) kommen kann.
Zur Infektion des Feten kann es nur bei einer Primdrinfektion der Mutter
wahrend der Schwangerschaft kommen. In Deutschland rechnet man mit 0,7%
Erstinfektion in der Schwangerschaft. Man schatzt, dass pro Jahr etwa 300
Kinder schwere und 1400 Kinder leichtere Spatschaden entwickeln. Nach einer
Inkubationszeit von Tagen bis Wochen kann die Diagnose anhand eines
serologischen parasitenspezifischen Antikérpernachweises (KBR, Sabin-
Feldmann-Test, IFT, ELISA) gestellt werden [34]. Der Nachweis von IgM-
Antikdrpern gelingt oft schon nach einer Woche und zeigt die frische Infektion
an. Sie persistieren im Normalfall mindestens ein Jahr, oft sogar einige Jahre
[13], [35], [36], [37], [38]. IgG- Antikorper treten etwas spater auf und
persistieren Uber viele Jahre [37], [39], [13]. Bei immunsupprimierten Patienten
sind serologische Verfahren meist nicht aussagekraftig, da IgM- Antikorper
sowie ein signifikanter IgG Titeranstieg oft fehlen. AuBerdem kann man den
Erreger im Liquor oder Blut nachweisen. Bei Verdacht auf eine
Hirntoxoplasmose sollte ein CT bzw. MRT erfolgen. Hier kann man die relativ
kleinen ring- oder fleckférmigen Verkalkungsstrukturen erkennen. Sie sind oft
multifokal und typischerweise periventrikular sowie kortikal lokalisiert [29], [40].
In der Pranataldiagnostik bieten sich Ultraschallkontrollen (granulomatése
Veranderungen) sowie der Nachweis von Toxoplasmen- DNA aus Fruchtwasser
und fetalem Blut (nach der 20. Schwangerschaftswoche) an. Ein weiteres
wichtiges Testverfahren in der Schwangerschaft ist der Aviditatstest. Er kann

zwischen akuter und chronischer Infektion unterscheiden. Die Aviditat ist ein
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MaB flr die Bindungsstarke zwischen Antikérper und Antigen. Im akuten
Stadium einer Infektion zeigen die IgG- Antikdrper eine schwachere Bindung

zum Antigen als in der chronischen Phase [41], [42].

1.1.3 Therapie und Prophylaxe

Die Therapie erfolgt bei der Toxoplasmose mit klinischen Symptomen, bei
immunsupprimierten mit akuter Toxoplasmose sowie bei Erstinfektion wahrend
der Schwangerschaft und kongenitaler Toxoplasmose. Die Behandlung mit
Pyrimethamin, Sulfadiazin und Folinsdaure gqilt trotz ihrer hohen
Nebenwirkungsrate nach wie vor als wirkungsvollste Therapie einer
Toxoplasmose. Pyrimethamin und Sulfadiazin sind Folsaureantagonisten, die
sich in ihrer Wirkung erganzen. Pyrimethamin  hemmt  die
Dehydrofolatreduktase, Sulfadiazin die Dehydrofolatsynthetase [43]. Der daraus
resultierende Folinsauremangel kann durch die praventive Gabe von Folinsaure
ausgeglichen werden. Die direkte Folsaure Substitution ist therapeutisch nicht
sinnvoll, da gleichzeitig verabreichtes Pyrimethamin die Umwandlung in
Folinsdure verhindert [43]. Das Mittel der ersten Wahl in Deutschland ist
Pyrimethamin (50-100mg/d p.o.) + Sulfadiazin (3-4 x 2g/d p.o.) + Folinsdure
(15-30mg/d p.o.) fir 4-6 Wochen oder statt Sulfadiazin Clindamycin (4 x 600-
900mg/d p.o.). Vor der 20. Schwangerschaftswoche ist diese Therapie
kontraindiziert; hier empfiehlt sich stattdessen eine Monotherapie mit
Spiramycin. Die Therapie ist landerspezifisch unterschiedlich, in Landern wie
den USA und Frankreich gibt es beispielsweise andere Empfehlungen. Allerdings
gibt es keine Daten, die belegen, dass die Therapie effektiv ist [44].
Neugeborene werden schon bei Verdacht auf eine intrauterin erworbene
Infektion behandelt. Einige Autoren geben in diesem Fall wahrend der ersten 2
Lebenswochen Spiramycin (100 mg/kg/d) und ab der 3. Woche Sulfadoxin (20
mg/kg/Woche) und Pyrimethamin (1 mg/kg/Woche), bis die Diagnose gesichert

ist [45]. Andere behandeln von Geburt an bis zur festen Diagnose mit der

13
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Standardtherapie oder mit Spiramycin [46], [47]. Eine Prophylaxe ist fur
Immunsupprimierte, AIDS-Patienten und seronegative Schwangere indiziert.
Diese besteht in peinlichster Hygiene bei Katzenkontakt und Meidung von
Genuss rohen Fleisches. Auch Uber Katzenkot verunreinigte Erde bei
Gartenarbeit und in der Landwirtschaft sind perorale Schmutz- und
Schmierinfektionen maoglich [12], [48]. Wahrend der Arbeit auf dem Feld oder
im Garten sollten daher Handschuhe getragen werden. Bei AIDS-Patienten
sollte eine Primarprophylaxe mit Cotrimoxazol (960mg/d) (bei CD4-Zellzahl
<150/ul) erfolgen um eine Toxoplasmose zu vermeiden. Eine
Sekundarprophylaxe (nach erfolgreich behandelter Infektion) ist bei
Immunsupprimierten immer indiziert und sollte mit einer Kombination aus
Pyrimethamin und Sulfadiazin mit taglich 25-50% der Akutdosis erfolgen [25],
[49], [50], [51].

1.1.4 Immunologische Abwehrmechanismen bei einer Infektion mit

Toxoplasmen

Parasitare Infektionen stimulieren sowohl die humorale als auch die zellulare
Immunantwort des infizierten Organismus. Im lebenden Organismus
kooperieren die einzelnen Komponenten des Immunsystems eng miteinander
[52], jedoch wird der zellvermittelten Immunabwehr die gréBere Bedeutung
beigemessen [53]. In der akuten Phase wird ein breites Spektrum an
spezifischen AntikGrpern kurze Zeit nach der Infektion gebildet. Diese
unterdriicken vor allem lokal die Vermehrung und Ausbreitung der Parasiten
[54]. Die Produktion der Antikdrper flihrt zur Auslésung des klassischen Weges
der Komplement- Aktivierung, der in einer effektiven Abtétung extrazelluldrer
Toxoplasmen resultiert [55]. Dendritische Zellen (DC) und Makrophagen sind
wichtige Bestandteile der zelluldren Immunitat eines Organismus. Die
Phagozytose der Erreger durch z.B. DC, Makrophagen und Granulozyten ist ein

wichtiger Mechanismus der zelluldren Abwehr bei akuten Toxoplasmosen. Sie
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befinden sich hauptsachlich im Lymphgewebe und Gewebe und zahlen so zu
den ersten Zellen, die bei Invasion eines Wirtes mit 7. gondii in Kontakt treten.
Allerdings sind Toxoplasmen generell in der Lage, sich auch in Makrophagen zu
vermehren [22], [56]. In Gegenwart T. gondii- spezifischer Antikérper und
Komplement [57] oder vorheriger Aktivierung mit Cytokinen werden sie jedoch
verstarkt bekampft [58]. Ruhende Makrophagen koénnen durch Lymphokine,
Hormone, Entziindungsmediatoren sowie durch verschiedene exogene
Substanzen aktiviert werden [56]. Die wichtigste Rolle spielt dabei das IFN-y,
dessen Hauptquelle T- Zellen und Natlrliche Killerzellen sind [59]. Die
Aktivierung der T- Zellen erfolgt durch DC, welche als Antigen prasentierende
Zellen (APC) gelten, die fur eine primare Immunantwort eines Organismus
verantwortlich sind [60]. Am Entziindungsort rekrutieren DC durch die
Produktion von Chemokinen und inflammatorischen Zytokinen weitere
Leukozyten an den Entziindungsort [61]. Lebende Tachyzoiten des Parasiten
fihren bei unreifen DC zu einer Heraufregulation der Expression der
costimulatorischen (CD80, CD86, CD40) und MHC- Klasse II Molekile auf den
DC [62].

Nach Differenzierung der T-Zelle in eine Typ 1 Effektorzelle setzen diese neben
IFN-y auch den Tumor- Nekrose- Faktor- o (TNF-a) frei. TNF-a. wiederum
induziert nicht nur die IFN-y Produktion von NK- Zellen, sondern wirkt dartber
hinaus synergistisch auf IFN-y- induzierte Effektormechanismen, wie die NO-
und IDO- Synthese von Makrophagen [63]. Extrazelluldre Toxoplasmen kdnnen
durch aktivierte CD4+- und CD8+- T- Zellen abgetdtet werden [64], bzw.
cytotoxische T- Zellen kénnen eine MHC-restringierte Lyse infizierter Zellen
einleiten, die zur Freisetzung der Parasiten flihrt. Daraufhin sind diese dann fir

andere Abwehrmechanismen zuganglich [65], [66].
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1.2 Schizophrenie

Schizophrenien gehdéren zu den haufigsten und schwersten Krankheitsbildern in
der Psychiatrie Uberhaupt. Sie stellen vermutlich keine einheitliche, sondern
eine heterogene Gruppe von Psychosen dar. Dabei handelt sich um eine
Psychose mit Verlust des Strukturzusammenhangs der Personlichkeit und
Spaltung von Denken, Affekt und Erleben [67]. Die Pravalenz der schizophrenen
Psychosen liegt bei 0,5 bis 1%, die jahrliche Inzidenzrate bei 0,05%. Die
Wahrscheinlichkeit im Laufe des Lebens an einer Schizophrenie zu erkranken,
betragt fir die Durchschnittsbevilkerung etwa 1% [68]. Manner und Frauen
sind etwa gleich haufig betroffen. Die Pravalenzzahlen sind in verschiedenen

Landern mit unterschiedlichem soziokulturellem Hintergrund etwa gleich [69].

1.2.1 Symptomatik

Seit Uber 100 Jahren werden Versuche unternommen, Psychosen aus dem
schizophrenen Formenkreis, die heute mit der Diagnose F 20.0-6 nach ICD 10
[70] zusammengefasst werden, von anderen psychischen Krankheiten
abzugrenzen. Kraepelin, der 1896 den Begriff ,dementia praecox™ pragte [71],
[72], ging davon aus, dass dieser Erkrankung ein degenerativer hirnorganischer
Prozess zugrunde liegt, der schlieBlich zur Demenz flihrt [73]. Diese
Ansichtsweise wurde jedoch 1911 von Bleuler [74] widerlegt: Bleuler flihrte den
Begriff der Schizophrenie ein und verstand darunter die Spaltung der
verschiedensten psychischen Funktionen [73]. Nach heutiger Auffassung und
gemaB ICD-10 sind fur die Diagnose ,Schizophrenie® mindestens ein oder
mehrere Symptome erforderlich: und zwar mindestens ein eindeutiges
Symptom aus den in Tabelle 1 genannten Gruppen 1-4 oder mindestens 2
Symptome der Gruppen 5-8. Diese Symptome miissen fast standig wahrend

eines Monats vorhanden sein [75].
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Symptome zur Diagnosesicherung der Schizophrenie nach
AWMFLeitlinien:

Deutsche Gesellschaft fur Psychiatrie, Psychotherapie und
Nervenheilkunde

(2005)
Eindeutige Symptome: Nichteindeutige Symptome:

« Gedankenlautwerden, * Anhaltende Halluzination jeder
Gedankeneingebung, Sinnesmodalitat
Gedankenentzug, - Zerfahrenheit durch
Gedankenausbreitung GedankenabreiRen,

» Kontrollwahn, Einschiebungen in den
Beeinflussungswahn, Gefiihl des Gedankenfluss oder Neologismen
Gemachten bzgl. « Katatone Symptome wie
Korperbewegung, Erregung, Haltungsstereotypien,

« Gedanken, Tétigkeiten oder Negativismus oder Stupor
Empfindungen, + Negativsymtome wie: Apathie,
Wahnwahrnehmungen Sprachverarmung, verflachte oder

* kommentierte oder dialogische inadaquate Affekte

Stimmen
« vollig unrealistischer Wahn

1.2.2 Atiopathogenese Schizophrenie

Bei der Schizophrenie handelt es sich um ein Krankheitsbild mit multifaktorieller
Genese, d.h. es miuissen neurobiologische, psychologische und soziale
Teilfaktoren berlicksichtigt werden [76]. Eine genetische Komponente
(polygener Erbgang) ist durch Familien-, Adoptionsstudien- und Zwillingsstudien
belegt. Das Krankheitsrisiko ist um 10-15 % erhéht, wenn nur ein
Familienmitglied an Schizophrenie leidet [77]. Sind beide Elternteile von der
Krankheit betroffen, liegt das Risiko schon bei etwa 50 % [78]. Fur die familidre
Haufung der Schizophrenie sind mit hoher Wahrscheinlichkeit mehrere
untereinander interagierende Genkonstellationen verantwortlich, von denen
jede nur einen kleinen Teil zum Erkrankungsrisiko beitrdagt. Bisher konnten die
Chromosomenabschnitte 5q, 6p, 8p, 10p, 13q, 18p und 22q als
Kandidatenregionen flir schizophrene Psychosen nachgewiesen werden. Die
Identifikation erster risikomodulierender Gene (z.B. flr Neuregulin und
Dysbindin) ist gelungen [79]. Nicht-genetisch vermittelte Faktoren wie
Schwangerschafts- und Geburtskomplikationen erhdhen das Risiko, an

Schizophrenie zu erkranken, um ca. 1-2 %. Weitere bestdtigte Umweltfaktoren
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sind Drogenkonsum, Erndhrungsdefizite, pra- und perinatale Virusinfekte [78].
Solche friih erworbenen Dispositionen sind meist nicht allein flir den Ausbruch
der Krankheit verantwortlich, sondern andere Faktoren missen hinzutreten.
Sog. ,High-risk-Studien™ an Kindern mit einem schizophrenen Elternteil zeigen,
dass bereits in frihester Kindheit das soziokommunikative und motorische
Verhalten spaterer Schizophrener auffallig gestort ist. Dies tragt zur Entwicklung
einer gestdrten pramorbiden Personlichkeit mit haufig abnormem
Interaktionsstil bei. Ein hdheres Rickfallrisiko wird Schizophrenen aus Familien
mit ,high expresses emotions®, d. h. emotionalem Uberengagement mit
erhohtem Kritikverhalten zugeschrieben [76]. Das Risiko, an Schizophrenie zu
erkranken, kann durch weitere Faktoren, die in der Kindheit auftreten, wie
Verlust eines Elternteiles, kdrperliche Misshandlung und sexueller Missbrauch
erhoht werden [77]. Aus biochemischer Sicht wird als wichtigstes Korrelat
akuter schizophrener Psychosen die Uberaktivitit dopaminer Strukturen
diskutiert [80]. Die Dopamin- Hypothese beruht auf der Beobachtung, dass die
therapeutisch bei der Schizophrenie verwendeten Neuroleptika zentrale
Dopamin- D2-Rezeptoren blockieren. Zudem koénnen dopaminerge Substanzen
wie z.B. Amphetamin (bewirkt eine Dopaminfreisetzung) eine akute Psychose
induzieren, die der schizophrenen Symptomatik im Hinblick auf einzelne
Symptome dhnelt [81]. Dem serotonergen System wird ebenfalls eine
entscheidende Rolle bei der Manifestation zugesprochen. Dies stlitzt sich vor
allem auf die Beobachtung, dass unter der Einnahme von strukturdhnlichen
psychoaktiven Substanzen wie Lysergsaurediethylamid (LSD) regelhaft
psychotische Symptome hervorgerufen werden. Die Glutamat- Hypothese der
Schizophrenie geht davon aus, dass schizophrene Stérungen durch eine
Unterfunktion des glutamatergen kortikostriatalen und kortikomesolimbischen
Systems hervorgerufen werden. Auch Veranderungen im GABA- Stoffwechsel
und im Acetylcholin- System sollen in der Atiopathogenese der Schizophrenie
eine Rolle spielen [77]. Als weitere Ursachen der Schizophrenie werden
hirnstrukturelle  Verdnderungen diskutiert. Hier liegt vermutlich als

morphologische Grundlage eine Hirnentwicklungsstérung vor, die funktionell mit

18



Einleitung

einer reduzierten Informationsverarbeitungskapazitat einhergeht. Zur Erfassung
der volumetrischen Verdnderungen bei schizophrenen Patienten wurde eine
Vielzahl von Studien durchgefiihrt. Bei einem Teil der Studien zeigte sich eine
Abnahme des Gesamtvolumens des Gehirns, wobei die graue Substanz im
Temporallappen am starksten betroffen war. In den meisten Studien konnte
eine Ventrikelerweiterung mit Schwerpunkt im Bereich der Temporalhérner und

der Seitenventrikel gefunden werden [77].

1.2.3 Therapie der Schizophrenie

Die Therapie der Schizophrenie stitzt sich auf drei Saulen:

Psychopharmakologie,

Psychotherapie und Soziotherapie. In der Akutbehandlung steht die Remission
oder Suppression der Positivsymptomatik und die Verhiitung der Fremd- oder
Selbstgefahrdung im Vordergrund [76]. Bei allen Subtypen ist in dieser Phase,
meist unter stationdaren Bedingungen, der Einsatz von konventionellen und
atypischen Neuroleptika indiziert, die nach 4- bis 6-wdchiger Behandlung in 60-
70 % der Falle zu einer deutlichen Symptomreduktion filhren [75]. Uberwiegt
die Negativsymptomatik, sind atypische Neuroleptika zu bevorzugen. Atypische
Neuroleptika sind durch gute antipsychotische Effekte bei nur geringen
extrapyramidalen Nebenwirkungen charakterisiert. Die rechtzeitige Behandlung
einer Erstmanifestation hat einen entscheidenden Einfluss auf die
Langzeitprognose und kann einer Chronifizierung entgegenwirken. Auch in der
Langzeitbehandlung, deren Therapieziele vor allem Rezidivprophylaxe oder
anhaltende Symptomsuppression sind, stellen Neuroleptika die Basistherapie
dar. Nach den AWMF-Leitlinien der Deutschen Gesellschaft flir Psychiatrie,
Psychotherapie und Nervenheilkunde (2007) sind die Medikamente mindestens
12 Monate lang nach einer Erstmanifestation zu geben. Wenn zwei oder mehr

Rezidive aufgetreten sind, sollten Neuroleptika mindestens zwei oder flnf Jahre

19



Einleitung

lang eingenommen werden, ggf. auch ein Leben lang. Die zweite Sdule der
Behandlungsstrategien umfasst Psychotherapieverfahren mit Einzel- und
Gruppenbehandlungen. Der therapeutische Schwerpunkt liegt auf Information
(z.B. Uber Krankheitsmodelle), Edukation (z.B. Uber Rlickfallerkennung und
Behandlungserfordernisse), Training (z.B. kognitiver und sozialer Fertigkeiten)
und Beratung [75]. Aufdeckende Therapieverfahren, wie analytische
Psychotherapie und Gestalttherapie, kénnen zur Symptomprovokation flihren
und sollten nur in speziellen Einzelfallen angewandt werden. In die Therapie
sollte auch das familidre Umfeld mit einbezogen werden [75].

Soziotherapeutische MaBnahmen stellen die dritte Sdule in der Behandlung von

schizophrenen Patienten dar. Wegen der Neigung von Schizophreniepatienten

Zu

Hospitalisierungsschaden bei reizarmer Umgebung und wegen der Gefahr der
Entwicklung chronischer Negativsymptomatik sind  soziotherapeutische
MaBnahmen besonders wichtig. Damit sollen vorhandene soziale Fahigkeiten
des Erkrankten gefordert und die Entstehung bzw. Verstarkung sozialer Defizite
verhindert werden. Neben der Arbeits- und Beschaftigungstherapie umfasst die
Soziotherapie vor allem auch die Arbeit an Milieufaktoren und die Strukturierung

des Tagesablaufes [80].

1.3 Affektive Psychosen

Affektive Psychosen sind seelische Erkrankungen, die hauptsachlich mit
Stérungen von Antrieb, Stimmung und Gefiihl einhergehen und sich in polar
entgegengesetzten Formen duBern konnen, als Depressionen vom
melancholischen Typ und / oder Manien [71]. Sie verlaufen in Schiben
(Episoden), die in der Regel remittieren ohne  wesentliche

Personlichkeitsveranderungen zu hinterlassen. Wenn beim gleichen Kranken
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melancholisch- depressive und manische Phasen auftreten, spricht man von der
bipolaren Form. Die Wahrscheinlichkeit, einmal in seinem Leben an einer
Depression zu erkranken, liegt fir Manner bei 12-16% und fiir Frauen bei 20-
26%. Verschiedenen Punktpravalenzstudien zufolge sind in Deutschland aktuell
2-3% der Manner und 4-7% der Frauen erkrankt [82]. Ergebnisse zur
Lebenszeitpravalenz schwanken teilweise erheblich zwischen 4% und 20%, wie
die Ubersicht des ,International Consortium of Psychiatric Epidemiology" zeigt
[83]. So kommen z.B. Heun und Maier [84] zu einer Lebenszeitpravalenz von
7,7%, andere Autoren zu niedrigeren Werten von 4,4% [83], [85]. Heun und
Meier geben in ihrer Ubersicht folgende Prévalenzwerte fiir Deutschland an:
11,5% fur die Lebenszeit, 5,2% fir ein Jahr und 1,3% fir einen Monat. Derzeit
leiden ca. vier Millionen Menschen in Deutschland an depressiven Symptomen
[86]. Das mittlere Alter fir den Krankheitsbeginn liegt in den meisten Landern
bei 20-25 Jahren [83], fir die USA ermittelte z.B. Weissman 27 Jahre [85].
Andere Autoren geben als durchschnittliches Erkrankungsalter fur eine
Erstmanifestation den Zeitraum zwischen 30 und 40 Jahren an [87]. Frauen
scheinen etwas haufiger von der Depression betroffen zu sein als Manner [85],
[87]. Das Verhaltnis liegt in etwa bei zwei zu eins, kann aber je nach Land der
Erhebung zwischen 1,2 und 2,5 schwanken [83], [87].

1.3.1 Melancholische Depression

Das klinische Bild der Depression kann vielgestaltig sein. Als Leitsymptome
gelten depressive Verstimmung, Hemmung von Antrieb und Denken sowie
Schlafstérungen. Das AusmaB der Depressivitat kann von leicht gedriickter
Stimmung bis zum schwermiitigen, scheinbar auswegslosen, versteinerten
Nichts- mehr- flihlen- Koénnen (,Geftihl der Geflihllosigkeit") reichen.
Nichtflhlen koénnen und Nichtraurigsein koénnen, sind diagnostisch wichtige
Merkmale, sie gehdren zum Kern des melancholisch-depressiven Erlebens [87].

Der Antrieb ist typischerweise gehemmt, die Kranken kdnnen sich zu nichts
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aufraffen, sind interesse- und initiativios und kénnen sich nur schwer oder gar
nicht entscheiden. Haufig klagen sie Uber Angst und qualende innere Unruhe
und flhlen sich hilfs- und hoffnungslos. Die Hemmung von Antrieb und
Psychomotorik kann sich bis zum depressiven Stupor steigern, bei dem die
Kranken teilnahmslos und fast bewegungslos verharren. Das Denken ist
einerseits gehemmt (Einfallsarmut, Konzentrationsstérungen), andererseits
durch haufiges Griibeln gepragt. Ein praktisch obligates Symptom der
Depression sind Schlafstérungen. Haufig finden sich vegetative Symptome wie
Appetitlosigkeit, Obstipation und Libidomangel. Die Leibnahe der Depression
kann sich in leiblichen Missempfindungen und Befindlichkeitsstérungen
(Vitalstdérungen) wie Druck- und Schweregeflihl im Brust- und Bauchraum bzw.
der Extremitdten sowie Schmerzsensationen duBern. Viele Patienten empfinden
eine leibliche Stérung mit verminderter Vitalitdt im Sinne von Erschdpftheit und
Energielosigkeit. Diese Symptome finden sich vor allem bei endogenen
Depressionen (somatisches Syndrom). Es besteht ein ausgepragtes Suizidrisiko.
15% der Patienten mit schweren depressiven Stérungen begehen Suizid, 20 bis
60% weisen Suizidversuche in ihrer Krankheitsgeschichte auf, 40 bis 80%
leiden wahrend einer Depression an Suizidideen [89], [90], [91], [92], [93],
[94]. Allgemein liegt die Mortalitatsrate bei affektiven Erkrankungen um 42-
150% hdoher als in der Normalbevdlkerung [90]. Ein Teil der Patienten kann
aufgrund des aduBeren Erscheinungsbildes mit ernstem Gesichtsausdruck,
erstarrter Mimik und Gestik, gesenktem Blick und leiser zdgernder Stimme
verhadltnismaBig leicht erkannt werden. In anderen Fallen muss der Arzt die
Symptomatik gezielt explorieren, da der Patient im Rahmen seiner
psychomotorischen Hemmung oder aus Scheu keine psychische Symptome,
sondern evtl. nur korperliche Beschwerden angibt. Die Symptome der
Depression unterliegen haufig Tagesschwankungen. Oft sind sie friihmorgens
und vormittags am starksten ausgepragt (sog. Morgentief), gegen Nachmittag
oder Abend tritt eine gewisse Aufhellung ein. Diese sog. typische
Tagesschwankung ist eindrucksvoll, aber weder obligatorisch noch spezifisch fir

die melancholische Depression. Ausgepragte melancholische Depressionen sind
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kaum zu verkennen. Jedoch koénnen die haufigeren mittelgradigen und
leichteren Formen diagnostische Schwierigkeiten bereiten. Diagnostisch
wichtiges Merkmal ist, dass insbesondere der Antrieb und nicht nur die
Stimmung gestdrt ist. Abgesehen von der Symptomatik orientiert sich die
Diagnose am Verlauf. Beweisend sind friihere Episoden melancholisch-
depressiver oder manischer Art. Charakteristisch ist der plétzliche Beginn. Die
Erkennung der Suizidgefahrdung gehért zu den wichtigsten diagnostischen
Aufgaben. Die meisten dieser Patienten sind wahrend langer Zeiten ihrer
Phasen zumindest latent suizidal. Durch eine sichere Fihrung und feste
Bindung des Kranken kdnnen Suizidimpulse verhindert werden. Nicht alle

kdénnen auf diese Weise sicher genug vor dem Suizid geschiitzt werden.

1.3.2 Manie

Die Manie ist durch gehobene Stimmung, gesteigerten Antrieb und
beschleunigtes Denken (Ideenflucht) gekennzeichnet. Die betroffenen leiden an
einem zuviel an Gefuhl, Antrieb und Impuls. Sie wirken frohlich, witzig,
ausgelassen und ansteckend oder aber gereizt, anspruchsvoll, streitslichtig und
aggressiv. Die Antriebsteigerung duBert sich in erhohter Aktivitat, starkem
Bewegungsdrang und unermidlicher Betriebsamkeit. Hierdurch wird der
Manische fir seine Umgebung schwer ertraglich. Diese Enthemmung kann sich
auch in einem Verlust des Schamgeflihls, im Erzdhlen derber Witze und
sexueller Aufdringlichkeit duBern. Schwere Erregungszustande sind nicht selten.
Die Ideenflucht ist die typische Denkstérung des Manischen. Der Kranke bringt
immer wieder neue Einfalle, die fliichtig und unbestandig sind. Oft sind sie nur
durch lockere Wort- und Klangassoziationen verkntpft. Er greift auf was um ihn
herum geschieht, springt von einem Thema zum anderen und ist auBer Stande,
einen etwas langeren Gedankengang zu Ende zu fihren. Die Denkfahigkeit und
das Gedachtnis bleiben erhalten, das Bewusstsein ist klar. Die Inhalte des

ideenfllichtigen Denkens hangen mit der gesteigerten Betriebsamkeit und
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Selbstliberschatzung des Patienten eng zusammen. Er halt sich fir
hochintelligent, gibt vor er kénne alle Probleme lésen, redet von revolutiondren
Erfindungen, weltanschaulichen und politischen Erneuerungen. Da die Patienten
in der Regel keine Einsicht in den krankhaften Charakter ihres Zustandes
haben, neigen sie dazu, ihre GrbéBenideen in Taten umzusetzen, z.B. viel
einzukaufen, Bestellungen aufzugeben und Schulden zu machen. Mit Abklingen
der manischen Aktivitat stellt sich die Krankheitseinsicht erst allmahlich wieder
ein. Die Symptome sind nicht immer so stark ausgeprdgt. Leichte Manien
(Hypomanien) sind haufig. Diagnostisch leitend sind bei leichter Manie
Rededrang, unkritischer Optimismus und Enthemmung.

1.3.3 Atiopathogenese

In den Familien affektpsychotischer Patienten finden sich mehr gleichartig
erkrankte Verwandte als in der Durchschnittsbevolkerung [96]. Die
Erkrankungswahrscheinlichkeit ist flr Verwandte 1. Grades von unipolar-
affektpsychotische  Patienten sogar 10mal gréBer als in  der
Allgemeinbevdlkerung. Bei zwei bipolar kranken Eltern erkranken bis zu 50%
der Kinder. Zwillingsuntersuchungen ergaben fiur unipolare melancholische
Depressionen 50% Konkordanz bei eineiigen gegeniber 20% bei zweieiigen
Zwillingen, fur die bipolare Form wurden 80% gegenliber 20% ermittelt [97].
Diese Zahlen sprechen eindeutig fur einen genetischen Faktor. Er kann zwar
nicht die Atiologie insgesamt erkldren, wohl aber die ausgepragte
Krankheitsbereitschaft im Sinne einer erhOhten Vulnerabilitét. Das MaB3 der
Heritabilitdt ist allerdings schwer zu ermitteln. Obwohl die affektiven Psychosen
unzweifelhaft und ausgepragt genetisch mitbedingt sind, sind sie doch
therapeutisch in hohem MaBe beeinflussbar und sogar in ihrem Verlauf
prophylaktisch wesentlich zu verbessern. Ebenfalls in Betracht kommen
neurochemische Faktoren. Seit Uber 30 Jahren existieren Hypothesen, wonach

depressive Erkrankungen mit einer Verminderung der Neurotransmitter
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Noradrenalin und Serotonin zusammenhangen sollen (Amindefizit- Hypothesen,
[98]). Studien wiesen bei depressiven Patienten im Vergleich zu Gesunden
erniedrigte Konzentrationen insbesondere von Noradrenalin bzw. Serotonin
nach [99], [100], [101]. Hauptunterstitzung erfuhr diese Hypothese durch die
Aufkldarung des  Wirkmechanismus der Antidepressiva, welche die
Aminkonzentrationen im synaptischen Spalt entweder durch
Wiederaufnahmehemmung von Noradrenalin und/ oder Serotonin oder durch
Blockade des Abbaus der genannten Neurotransmitter erhéhen. Inzwischen
haben sich flir die Amin- Hypothesen Modifikationen erhalten. Anstelle der
Betrachtung isolierter Veranderungen steht heute das Konzept der Dysbalance
verschiedener Neurotransmitter im Vordergrund, wobei auch Verdnderungen
der Dichte und Empfindlichkeit von Rezeptoren wichtig zu sein scheinen [102].
So zeigen Untersuchungen der neurobiochemischen Wirkungen der
Antidepressiva, dass es nach der akuten Wirkung auf die Neurotransmission vor
allem zu Empfindlichkeitsveranderungen der Rezeptoren kommt (u.a.
Herabregulierung von B-Rezeptoren). Bei Manien findet sich ein gesteigerter
Katecholaminstoffwechsel =~ (Dopamin  und  Noradrenalin-  Erhdhung).
Neuroendokrinologische Befunde weisen auf Regulationsstrungen der
Hypothalamus- Hypophysen- Nebennierenrinden bzw. Schilddriisenachse hin.
So findet sich bei einem hohen Prozentsatz der Depressiven ein
Hyperkortisolismus, bei ca. 50% ein pathologischer Dexamethason-
Suppressionstest (,Stress-Hypothese" der Depression). In Stimulationstests
zeigte sich, dass unter anderem die Freisetzung von ACTH auf CRH- Gabe sowie
von TSH nach TRH- Gabe reduziert ist [101], [103], [104], [105] [106], [107],
[108]. Im Hinblick auf die zirkadiane Rhythmik erscheinen die
Tagesschwankungen der Depressionssymptomatik und die Schlafstérungen
bedeutsam. Jedoch sind diese beiden oben beschriebenen Merkmale
unregelmaBig, inkonstant und unspezifisch. Wahrscheinlich ist die sog. typische
Tagesschwankung (mit Morgentief) nicht ein Melancholiesymptom, sondern
Ausdruck der physiologischen zirkadianen Rhythmik, die qualitativ durch die

melancholische Erlebnisveranderung akzentuiert wird. Auch schwere psychische
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Belastungen und Konflikte kdénnen zum Ausbruch einer melancholisch-
depressiven oder manischen Phase beitragen. Diese sog. psychoreaktive
Auslosung ist jedoch nicht die Regel, sie findet sich nur bei dem kleineren Teil
der Erkrankungen [109]. Die meisten Melancholien und Manien beginnen und
verlaufen anscheinend relativ unabhdngig von Umwelteinfllissen. Die Haufigkeit
psychoreaktiv ausgeloster Episoden ist schwer anzugeben. Man rechnet bei
melancholischen Depressionen mit 10-35%, bei Manien mit 7-15%. AuBerdem
gibt es somatische Erkrankungen, die affektive Psychosen auslésen kdnnen.
Diese sogenannte symptomatische melancholische Depression bzw. Manie kann
z.B. bei M. Parkinson, M. Wilson und unter Cortisontherapie auftreten.
Zusammenfassen spricht der heutige Wissensstand fiir eine multifaktorielle
Atiologie, anscheinend aber mit anders akzentuiertem Bedingungsgefiige als
vergleichsweise bei Schizophrenie: bei affektiven Psychosen wurden keine
morphologischen Hirnschaden festgestellt [96]. Es wurden relevante
chronobiologischen Befunde erhoben. Affektpsychotische Episoden sind in der
Manifestation und im Verlauf weniger von psychosozialen Faktoren abhangig.
Der Verlauf der Erkrankung ist aber in héherem MaBe einer medikamentdsen

Prophylaxe zuganglich.

1.3.4 Therapie affektiver Psychosen

Grundlage der Depressionsbehandlung ist das stlitzende arztliche Gesprach
(supportive Psychotherapie). Je nach atiologischem Schwerpunkt stehen
entweder die medikamentdse Therapie, die Psychotherapie oder andere
Therapieformen im Vordergrund. Initial steht die Abschatzung der Suizidalitat
im Vordergrund. Wegen des hohen Suizidrisikos muss diese Thematik obligat in
geeigneter Form angesprochen werden. Leicht depressive Episoden und
Verstimmungszustdande werden durch supportive Psychotherapie behandelt.
Ausgepragte Depressionen erfordern spezifische Therapien. Im Zentrum

biologischer Behandlungsverfahren stehen heute Antidepressiva, wie z.B.
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trizyklische Antidepressiva (z.B. Amitriptylin). Nachteile dieser Substanzen sind
anticholinerge Nebenwirkungen und Blutdrucksenkung. Desweiteren werden
Selektive Serotonin Reuptake Hemmer (z.B. Citalopram) und reversible
Monoaminoxidase- A- Hemmstoffe (z.B. Moclobemid) eingesetzt. Antidepressiva
weisen eine Wirklatenz von 1-3 Wochen auf, auf die der Patient unbedingt
hingewiesen werden muss. Haufig ist in dieser Phase eine zusatzliche Gabe von
Benzodiazepinen oder niedrigpotenten Neuroleptika nétig. Bei rezidivierenden
Verlaufen kommt die Rezidivprophylaxe mit einem Antidepressivum oder
Lithium im Betracht. Weitere biologische Therapieverfahren sind die
Lichttherapie (bei Herbst- Winter- Depression) die Schlafentzugsbehandlung
und als ultima ratio bei wahnhaften, psychotischen Depression mit hochgradiger
Suizidalitdt oder Resistenz auf Antidepressiva, die Elektrokrampftherapie. Als
spezielle Psychotherapieverfahren haben sich die kognitive Verhaltenstherapie
und die interpersonelle Psychotherapie etabliert. Diese Verfahren beinhalten vor
allem die Korrektur negativer Realitdts- und Selbstbewertungen, den
schrittweise Aufbau von Aktivitdten, die Foérderung von Selbstsicherheit und
sozialer Kompetenz sowie die therapeutische Beeinflussung der Interaktionen
des Depressiven mit seinen nahen Bezugspersonen. Die Akutbehandlung der
Manie gestaltet sich wegen des in der Regel fehlenden Krankheitsgefiihls haufig
sehr schwierig. Bei ausgepragter Symptomatik ist eine stationare Behandlung
erforderlich, wegen fehlender Krankheitseinsicht evtl. eine richterliche
Einweisung notwendig. Entscheidend ist die medikamentdse Therapie mit
Carbamazepin und/ oder einem Neuroleptikum. Gleichzeitig sollte darauf
geachtet werden, dass der Patient sich psychomotorisch abreagieren kann.
Nach der Akuttherapie mit Antidepressiva sollte eine Rickfallprophylaxe
erfolgen. Mehr als 2 schwere oder 3 depressive Episoden sind eine Indikation
fir eine Langzeittherapie. Bei bipolaren affektiven Psychosen und
rezidivierenden Manien wird eine Rezidivprophylaxe mit Lithium bzw.

Carbamazepin durchgefihrt.
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1.4 Schizoaffektive Psychosen

Schizoaffektive Psychosen sind seltene Erkrankungen im Uberschneidungsgebiet
schizophrener und affektiver Psychosen. Die Symptomatik ist zusammengesetzt
aus melancholisch- depressiven oder manischen Symptomen einerseits und
schizophrenen Stérungen andererseits, insbesondere katatonen, paranoiden
und halluzinatorischen Symptomen, aber auch Zerfahrenheit des Denkens und

anderen Grundsymptomen. [110], [111].

1.4.1 Atiologie

Der genetische Faktor scheint auch bei dieser Erkrankung von Bedeutung zu
sein. In den Familien betroffener Patienten ist die Haufigkeit von schizophrenen
und affektpsychotischen Erkrankungen gréBer als in der Allgemeinbevolkerung
[112]. Es gilt auch hier was (ber die multikonditionale Atiologie der
schizophrenen und  affektpsychotischen  Psychosen gesagt wurde.
Schizoaffektive Psychosen sind bisher vergleichsweise wenig untersucht

worden.

1.4.2 Therapie schizoaffektiver Psychosen

In der Akutphase einer schizoaffektiven Erkrankung steht eine neuroleptische
Behandlung im Vordergrund. Bei der manischen Form ist diese Behandlung in
der Regel ausreichend, bei unzureichender Wirksamkeit ist sie gegebenenfalls
mit Lithium oder Carbamazepin zu kombinieren. Bei der depressiven Form kann
zusatzlich der Einsatz von Antidepressiva indiziert sein. In der
Langzeitbehandlung ist bei rezidivierendem Verlauf oft eine prophylaktische

neuroleptische Langzeitmedikation ausreichend. Bei Uberwiegen von affektiver

28



Einleitung

Symptomatik ist die alleinige Behandlung oder die Kombination mit Lithium,
Carbamazepin oder Valproat angezeigt [113], [114], [115], [110]. Als nicht-
pharmakologische MaBnahmen haben sich Trainingsprogramme - insbesondere
das Integrierte Psychologische Trainingsprogramm (IPT) - als glinstig erwiesen,

die auch bei Patienten mit Schizophrenie empfohlen werden [86].

1.5 Fragestellung

Wie bereits erwahnt verlduft die Infektion mit 7. gondii beim
Immunkompetenten in der Regel inapperent und komplikationslos. Durch die
ziemlich rasch einsetzende Bildung von Zysten entziehen sich die Toxoplasmen
der Immunabwehr. Sie sind dadurch in der Lage in immunkompetenten Wirten
Uber viele Jahre latent zu persistieren. RegelmaBig kommt es jedoch durch
Ruptur bradyzoitenhaltiger Zysten zu einer Auseinandersetzung des
Immunsystems mit dem Erreger. Diese fortlaufende Stimulierung des
Immunsystems stellt nun seit einiger Zeit die angenommene friedliche
Koexistenz zwischen Wirt und Erreger in Frage. Aufgrund der bevorzugten
Lokalisation der Zysten werden T. gondi- induzierte neurologische oder
psychiatrische Krankheiten diskutiert [6]. Insbesondere ein maoglicher
Zusammenhang zwischen Toxoplasmose und Schizophrenie ist mehrfach
beschriecben worden, da neuroimmunologisch eine Aktivierung des
Immunsystems bei Schizophrenen festgestellt werden konnte [116] [117] [118]
[119]. AuBerdem wurde in einigen Studien beobachtet, dass Patienten mit
Schizophrenie haufiger T. gondii seropositiv waren als Personen, die nicht an
einer Schizophrenie leiden [120] [121] [122]. Die vorliegende Arbeit hat sich
mit der Frage einer moglichen Disposition flir psychiatrische Erkrankungen bei
einer Infektion mit 7. gondii beschaftigt. Es wurden Patienten mit
verschiedenen psychiatrischen Erkrankungen, die je nach Diagnose, Gruppen
von C1- C4 zugeordnet wurden, untersucht. Der Gruppe C1 gehdrten

schizophrene Patienten, C2 schizo- affektive, C3 manisch- depressive und C4
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depressive Patienten an. Die Gruppe C5 umfasste ein psychisch gesundes
Kontrollkollektiv. Neben serologischen Untersuchungen, die mit dem indirekten
Immunfluoreszenztest (IIFT) erhoben wurden, erfolgte hier erstmals die
Untersuchung zelluldrer Parameter. Obwohl die zellulare Immunreaktion bei der
Abwehr des Erregers von zentraler Bedeutung ist, haben sich in der Diagnostik
serologische Nachweisverfahren durchgesetzt. Zur Messung der zellularen
Immunantwort erfolgten die Bestimmung des T- Zellwachstums und die
Messung von Zytokinen nach Stimulation mit Toxoplasmen- Lysat (TLA). Nach
Praparation von peripheren Blutlymphozyten (PBL) aus heparinisiertem Vollblut
und deren Stimulation mit TLA, wurden nach einer Latenz von 5,7, und 9 Tagen
die Zellen mit *H- Thymidin radioaktiv markiert und weitere 24 Stunden
inkubiert. Durch Einbau von Thymidin in die zelluldre DNA wurde die Messung
der Proliferation ermdglicht. Die Uberstinde der mit TLA stimulierten PBL
wurden am achten Tag nach Inkubation entnommen. Hieraus erfolgte mittels
ELISA die Bestimmung von sezernierten Zytokinen. In erster Linie ist das
Uberwiegend von Tpl- Zellen produzierte Zytokin IFN-y zu nennen. Die
Produktion von IFN-y ist der wichtigste immunologische Effekt gegen
Toxoplasmen. Dies haben auch Neutralisationsversuche in vitro gezeigt [123].
Zur Differenzierung von Tyl und Th2- Antwort, erfolgte zudem die Bestimmung
von Zytokinen, die Uberwiegend von Ty2- Zellen produziert werden (IL-5 und
IL- 4). Eine spezifischere Messung mit genauerer Identizifierung der an der
Immunreaktion beteiligten Zellen und der (gleichzeitigen Bestimmung
intrazellularer Cytokine (IFN-y, IL-4), erfolgte mit der Durchflusszytometrie. Die
Indentifizierung  aktivierter  Zellen gelang durch  Messung des
Aktivierungsantigens CD69. Neben IFN-y wurde hier zur Messung der Ty2-
Antwort, IL- 4 bestimmt.

Insgesamt wurden 1213 Probanden in die Studie eingeschlossen.

30



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Studienpopulation

2.1.1 Patientengruppen / Probanden

In die Studien wurden Patienten mit verschiedenen Erkrankungen aus der
psychiatrischen Klinik der Universitat Kiel in einem Zeitraum von 2002- 2005
einbezogen. Die Diagnosestellung und Kategorisierung in Gruppen von C1-C4,
wurde durch 2 langjahrig erfahrene Facharzte fiir Psychiatrie vorgenommen.
Der Gruppe Cl1 gehdrten schizophrene Patienten, C2 schizoaffektive, C3
manisch- depressive und C4 depressive Patienten an. Die Laboruntersuchungen
erfolgten wegen des Transports Kiel- Dusseldorf, jeweils ca. 24h nach
Blutentnahme. Gesunde Probanden wurden teils ebenfalls aus Kiel, teils aber
auch aus Disseldorf rekrutiert. Dabei erfolgte die Laboruntersuchung von
Probanden aus Disseldorf ebenfalls erst nach 24h um mdglichst gleiche

Bedingungen beizubehalten.

2.1.2 Kontrollgruppe / Probanden

Zur Klarung des Zusammenhangs einer Toxoplasmen- Infektion mit der
Entstehung von psychiatrischen Erkrankungen, wurden auch freiwillige
Probanden, die weder in der aktuellen Anamnese noch in der Vorgeschichte
eine psychiatrische Erkrankung aufwiesen, fir die Untersuchungen
herangezogen und als gesunde Kontrollgruppe C5 bezeichnet. Da die
Durchseuchungsrate mit Toxoplasmen regional unterschiedlich und
altersabhangig ist, wurden die gesunden Probanden hinsichtlich ihres Alters den
Patientengruppen angepasst und aus derselben geographischen Region

rekrutiert.
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2.2 Biologische Materialien

2.2.1 Zell- Linien

Maus- Fibroblasten- Zell- Linie L929

Die Zellen dienen als Wirtszellen fir Toxoplasmen. Die Zell- Linie stammt aus
normalem subkutanem Gewebe einer Maus und wurde 1940 als eine der ersten
von W.R. Earle etabliert. Fibroblasten wurden von ATCC (CRL-2148)/ Rockville,
Maryland, USA bezogen. Sie werden in IMDM, 5% FCS (v/v) in 25 cm?
Kulturflaschen bis zur Konfluenz kultiviert und nach der Ernte in gewlinschter

Verdlinnung neu ausgesat.

BK- Stamm Toxoplasma gondii

T. gondii des Stammes BK wurde von Dres. Saathoff und Seitz, Institut flr

Parasitologie, Bonn zur Verfligung gestellt [124].

Periphere Blutlymphozyten

Periphere Blutlymphozyten wurden aus 50ml heparinisiertem Spenderblut

aufgereinigt.

2.2.2 Medienkomponenten und Zytonkine

Bovine Serum Albumin (BSA) PAA Laboratories GmbH

Fetales Kalber Serum (FCS) Cytogen
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Heparin

IFN-y

IL-5

Iscoves Modified Dulbecco s Medium
(IMDM)

Kaninchen Serum (KS)

2.2.3 Losungen und Puffer

Boehringer Ingelheim
R&D Systems

R&D Systems

Bio Whittaker

Serotec

Aufreinigung mononukleéarer Zellen aus peripherem Blut

Ficoll- Hypaque

PBS pH 7,3

Trypanblau 0,4%

Vorbereitung der Zellen fiir FACS
FACS Puffer

ELISA- Test
Wasch- Puffer

Reagent Diluent

Amersham Pharmacia
Biotech

Serag Wiessner

Sigma

PBS, 5% (v/V)FCS,
0,1% (w/v) Natrium- Azid

0,05% (v/v) Tween 20 in
PBS, pH 7,2- 7,4

0,1% (w/v) BSA, 0,05%
(v/v) Tween 20 in 20mM
Trizma Base, 150 mM
NaCl, pH 7,2- 7,4
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Block Puffer

2.2.4 Enzyme und Kitsysteme

Duo ELISA Development System IFN-y
Duo ELISA Development System IL-5
IFN-y Duo Set ELISA- Kit

Streptavidin Detektion

Immunfluoreszenztest

2.2.5 Radionukleotide

(5,6-°H)- Uracil
Spezifische Aktivitat: 1,78 TBg/ mmol

2.2.6 Antikorper

Anti- Maus IgG2a- PE
Anti- Maus IgG2b- FITC
Anti- Human CD69- PE
Anti- Human IFN-y FITC
Anti- Human IL-4 APC
Anti- Human CD4- Per PC

Anti- Maus Vimentin

1% (w/v) BSA , 5% (w/v)
Sucrose in PBS mit 0,05%
(w/v) NaNs;

R&D Systems
R&D Systems
R&D Systems
R&D Systems

bioMerieux, Lyon, France

Amersham Pharmacia
Biotech

Dako

Becton Dickinson
Becton Dickinson
Becton Dickinson
Becton Dickinson
Becton Dickinson

Santa Cruz Biotechnology

34



Material und Methoden

2.3 Sonstige Materialien

2.3.1 Laborgerite

Analysenwaage
Basic96 Harvester
Fllssigkeitsszintillationszahler

Plattenszintillationszahler

CO2 Brutschrank

ELISA- Waschgerate

FACS- Calibur
Flissigkeitszintillations- Zahler (LSC)
Heat Sealer

Heizblock

Light Box

Mikroskope

Neubauer Zéhlkammer

pH- Meter

Sample Bagging Support
Tecan Rainbow Photometer

Zentrifugen

2.3.2 Verbrauchsmittel

Cryotubes (1,8 ml)
Eppendorf- Reaktionsgefale

Mettler
Skatron
LKB Wallac

LKB Wallac, 1205
Betaplate

Heraeus

Nunc, Immunowash 12
Becton Dickinson
Wallac

LKB Wallac
Thermo- Dux
LKB Wallac

Zeiss

Neubauer

Knick

LKB Wallac
Tecan

Heraeus, Beckmann

Nunc

Eppendorf

35



Material und Methoden

ReaktionsgefaBe (50ml/ 15ml)
FACS- Roéhrchen

Pipettenspitzen

Printed Filtermat

Sample Bag

Szintillations- Réhrchen

Sterile Multi well Platten

Sterile Serumpipetten (5/10/25 ml)
Zellkulturflaschen (25/75 cm?)

2.3.3 Chemikalien

3,37, 5,5 Tetramethylbenzidin Liquid
Substrat System (TMB)

D- Mannitol

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Ethanol

Ficoll- Paque Plus

Glycerin

HCl (37%)
Natriumazid (NaN3)
Natriumchlorid
Saponin

Sucrose

Titriplex (EDTA)

Tween20

Becton Dickinson
Becton Dickinson
Biorad

LKB Wallac

LKB Wallac

LKB Wallac
Greiner

Falcon

Corning Incorporated

Sigma
Sigma
Roth
Roth

Amersham Pharmacia
Biotech

Merck
Merck
Merck
Roth

Sigma
Merck
Merck
Merck
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Szintillations- Cocktail LKB Wallac
Wasserstoffperoxid (30%) Merck

2.4 Methoden der Zellkultur

2.4.1 Kultivierung und Ernte der Mausfibroblasten L929

Die Mausfibroblasten wurden in I-Med5% in liegenden 10ml Kulturflaschen in
einer mit 10% CO;, angereicherten und wasserdampfgesattigten Atmosphare
bei 37°C kultiviert. Alle 3-4 Tage war die Kulturflasche zur Ernte dicht genug
bewachsen. Die adhdrenten Mausfibroblasten wurden entweder mit Medium
vom Boden gesplilt oder durch einen Zellschaber (Greiner) von der Oberflache
geldst, und in ein Zentrifugenréhrchen Uberflihrt. Ca. 1 ml wurde dabei in der
Flasche zurlickbehalten und diese zur Weiterkultivierung mit 5ml I-Med5%
aufgeflllt. Nach einer 10-minttigen Zentrifugation mit 1200 U/min. wurde das
Sediment in 2 ml I-Med5% resuspendiert und die Zellzahl in der Neubauer
Zahlkammer bestimmt. Die Zellen wurden anschlieBend als Wirtszellen zur

Kultivierung der Toxoplasmen verwendet.

2.4.2 Kultivierung und Ernte der Toxoplasmen

Toxoplasma gondii, als obligat intrazellular parasitierendes Protozoon, bendtigt
zur Vermehrung eine Wirtszelle. Als solche dient die Mausfibroblastenlinie L929.
Es wurden 1-1,5x10° L929-Zellen mit 3-10x10° Toxoplasmen in eine 10ml
Kulturflasche gegeben und 3-4 Tage kultiviert. In dieser Zeit wurden nahezu
alle Mausfibroblasten infiziert und zerstort. Die daraufhin wieder extrazellular
liegenden Toxoplasmen wurden dann vom Boden der Kulturflasche gespuilt und
in ein 5ml Zentrifugenréhrchen lberfuhrt. Bei Raumtemperatur erfolgte eine 5-

mindtige Zentrifugation bei 600 U/min. um die mitabgespuilten Mausfibroblasten
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und deren Zelltrimmer sedimentieren zu lassen. Die im Uberstand verbliebenen
Toxoplasmen wurden in ein weiteres Zentrifugenréhrchen lberfuhrt und 10
Minuten bei 2000 U/min zentrifugiert um die Toxoplasmen zu pelletieren. Der
Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet mit 5ml RPMI ohne Phenolrot
resuspendiert. Nach entsprechender Verdiinnung mit Trypanblau wurden die
Toxoplasmen ausgezahlt und flir die entsprechenden Experimente
weiterverdiinnt. Es hat sich als glinstig erwiesen die Toxoplasmen ohne
Kihlung zu zentrifugieren und sofort fiir den Versuch zu verwenden oder

wieder den Wirtszellen zuzufiihren.

2.4.3 Ficoll Hypaque Zentrifugation: Isolierung mononuklearer Zellen

aus peripherem Blut

Aus peripherem Blut eines Spenders werden in der Ficoll Hypaque
Zentrifugation mononukledre Zellen (Lymphozyten, Monozyten) von roten
Blutkdrperchen und Granulozyten getrennt. Die Auftrennung gelingt (iber einen
Dichtegradienten bei dem sich die mononukledren Zellen an der Phasengrenze
von Blut/ PBS und Ficoll anreichern. Die roten Blutkérperchen und die meisten
polymorphkernigen Leukozyten sammeln sich aufgrund ihrer gréBeren Dichte
im Pellet. Spenderblut wird im Verhaltnis 1:1 mit PBS verdiinnt, anschlieBend
wird auf 12,5 ml Ficoll Hypaque vorsichtig das mit PBS verdiinnte Blut
pipettiert, so dass noch keine Mischung von Blut- und Ficoll- Phase eintritt. Der
Dichtegradient wird bei 2500 U/min. zentrifugiert und anschlieBend der
Uberstand bis zur sichtbaren, weiBen Schicht mit mononuklesdren Zellen
abgesaugt. Um eine Thrombozyten Kontamination méglichst gering zu halten
werden die PBL mit PBS resuspendiert und bei Raumtemperatur und
1800U/min. erneut zentrifugiert. Dabei werden die PBL pelletiert und
Thrombozyten, die im Uberstand verbleiben, abgesaugt. Dieser Vorgang wird
zwei weitere Male bei 1200 U/min. und 800 U/min wiederholt. SchlieBlich wird
das Pellet mit 5 ml RPMI resuspendiert. Nach Verdiinnung mit Trypanblau wird
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die Zellzahl in der Neubauer Zahlkammer bestimmt und flir die Experimente
entsprechend weiter verdiinnt. Die Lymphozyten werden nun in 96-well-Platten
kultiviert, wobei sich pro Vertiefung 1,5 x 10> befinden, und je nach
Fragestellung mit verschiedenen Additiven versetzt. AuBerdem wird auf jeder
Platte eine Kontrolle angelegt um Reaktionen gegen das Kulturmedium
erkennen zu kdnnen. Insgesamt werden flinf Platten angelegt. In einem ersten
Testverfahren wird die Funktionsfahigkeit der Lymphozyten getestet. Diese
werden mit Phytohamagglutinin (PHA) (1upg/ml), einem Mitogen stimuliert,
wobei viele verschiedene CD4"-T-Zellen effizient stimuliert werden. Drei Tage
spater erfolgt die Markierung mit 3H- Thymidin. In drei weiteren
Untersuchungen werden die PBL jeweils mit Toxoplasmen-Lysat in
unterschiedlicher Konzentration (0,01/ 0,1/ 1/ 10 pg/ml) stimuliert und am 5.,
7., und 9. Tag nach Inkubation markiert, um den optimalen Zeitpunkt der
Proliferation zu erfassen. Hierbei kann festgestellt werden, ob
antigenspezifische Lymphozyten vorgelegen haben. AuBerdem werden die PBL
mit LZL, Lysat von Zellen in denen die Toxoplasmen angeziichtet worden sind,
inkubiert. Hierbei soll eine Sensibilisierung der PBL gegen die Wirtszelle der
Toxoplasmen ausgeschlossen und gesichert werden, dass die Immunantwort
der PBL nach Stimulation mit TLA spezifisch gegen Toxoplasmen gerichtet ist.
SchlieBlich werden in einem weiteren Test PBL mit TLA oder LZL stimuliert und
deren Ubersténde nach einer Inkubationszeit von acht Tagen entnommen. In

diesen Uberstdnden werden mittels ELISA, die sezernierten Zytokine bestimmt

(s.u.).
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2.4.4 Fluoreszenzaktivierte Zell- Scanner Analyse zur
Charakterisierung von Oberflachenantigenen und intrazellularer

Zytokine peripherer Blutlymphozyten

Becton Dickinson, Immunocytometry Systems

Zur Charakterisierung von Lymphozyten werden diese mit monoklonalen
Antikdrpern gegen spezifische Zelloberflachen- Molekiile und intrazellulare
Zytokine markiert. Die Antikorper (Anti- CD69, Anti- CD4, Anti- IL-4, Anti- IFN-
v) sind an fluoreszierende Molekile gekoppelt (Fluorescein (FITC) oder
Phycoerithrin (PE)) und lassen sich so im Durchflusszytometer (FACS) erfassen
und charakterisieren. Damit ein Antikdrper spezifisch ein Zytokin in der Zelle
binden kann, ist es nétig, die Zellen zunachst zu fixieren und anschlieBend zu
permeabilisieren. 0,5 ml heparinisiertes Vollblut werden in verschiedenen
Testansatzen jeweils mit Toxoplasmen- Lysat (TLA), Staphylokokken-
Enterotoxin B (SEB) und Lysat, von Zellen in denen die Toxoplasmen
angezichtet worden sind (LZL) in einer Konzentration von 1upg/ml stimuliert
und bei 37°C 2 Stunden inkubiert. Die Stimulierung mit SEB dient der
Positivkontrolle um die Funktionsfahigkeit der Zellen nachzuweisen, die Testung
nach Hinzugabe von LZL soll eine Sensibilisierung der Lymphozyten gegen die
Wirtszelle der Toxoplasmen ausschliessen. SchlieBlich wird zur Negativkontrolle
ein weiterer Testansatz angelegt, der nicht mit Antigenen versetzt wird, um
Reaktionen auf das Kulturmedium erkennen zu kdnnen. AnschlieBend wird
Brefeldin A (BFA), ein Sekretionsinhibitor in einer Konzentration von 10ul/ml
dazugegeben und weitere 4 Stunden inkubiert. Nach Hinzugabe von jeweils
50ul EDTA Ldsung, erfolgt eine 15minitige Inkubation, gefolgt von der Zugabe
von jeweils 1ml FACS Losung und einer weiteren 10minttigen Inkubation. Nach
einem Waschvorgang mit 2 ml FACS- Puffer (650g, 10min., 4°C), erfolgt die
Hinzugabe von jeweils 0,5 ml einer FACS Permeabilisierungslésung. Nach einem
weiteren Waschvorgang (s.0.), erfolgt die Gabe der fluorenszenzaktivierten

Antikorper in einer Konzentration von jeweils 1ug/ml. Die Inkubation erfolgt flir
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30 Minuten im Dunkeln (4°C). Nach einem weiteren Waschvorgang (s.0.),
werden jeweils 200ul einer 1% Paraformaldehyd Lésung zur Fixierung
hinzugegeben. Bei allen FACS- Analysen wird zunachst immer mit der Negativ-
Kontrolle die Voreinstellung des Gerates vorgenommen. Es wird eine
Populationswolke festgelegt, in der die Messung erfolgt und aus der Partikel
kleinster GroBe ausgeschlossen sind. AnschlieBend werden jeweils die PE und
FITC markierten Positivkontrollen gegeneinander kalibriert. Die FACS- Analyse
und Auswertung erfolgen mit dem Programm Cell Quest der Firma Becton

Dickinson.

2.5 Proteinbiochemische Methoden

2.5.1 ELISA- Tests

Duo ELISA Developement R&D Systems

Zum qualitativen und quantitativen Nachweis von Cytokinen in
Kulturiberstanden wurden ELISA- Tests durchgeflihrt. Die hier aufgeflihrten
ELISAs sind Sandwich- ELISAs bei denen die Cytokine an einen Antikdrper
binden, der an eine 96-well ELISA Platte gebunden ist. Der Nachweis erfolgt mit
einem zweiten Antikdrper, der das gebundene Cytokin detektiert und zudem
biotyniliert ist, so dass mit Hilfe von Streptavidin- HRP (Horseradish Peroxidase)
und einem chromogenen Substrat ein Farbumschlag detektiert werden kann.
Die Durchfihrung der ELISAs erfolgt nach den Anweisungen des Herstellers.
Der sogenannte Capture Antikdrper wird Uber Nacht an eine Immunoabsorb-
Platte gebunden. Unspezifische Bindungen werden mit BSA- haltigem Block-
Puffer (1h, RT) abgedeckt. Nach dreimaligem Waschen der ELISA- Platten mit
PBS-0,2% (v/v) Tween werden die zu untersuchenden Uberstinde zugegeben,
welche zuvor mit Reagent Diluent jeweils im Doppelansatz 1:2 und 1:4

verdinnt wurden. Das Gesamtvolumen pro Vertiefung betragt 400ul. Die
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Inkubation erfolgt flir 2 Stunden bei RT. AnschlieBend wird erneut dreimal
gewaschen. Der Detektions- Antikdrper (Anti- IL-5, Anti- IFN-y) inkubiert fur
weitere 2 Stunden. Dabei werden jeweils 100ul des zuvor mit 10ml Reagent
Diluent verdiinnten Detektions- Antikdrpers (56ul) pro Vertiefung pipettiert.
Nicht gebundener Antikérper wird weggewaschen. Nach der Inkubation mit
Streptavidin- HRP flir 20 min (100pl/ Vertiefung), wird eine Substrat- Losung
zugegeben (100pl/ Vertiefung), die von dem gekoppelten HRP im Dunkeln
umgesetzt wird und zu einer Farbreaktion fiihrt. Diese Reaktion wird nach etwa
20 min durch Zugabe von 2 M HCI (50pul/ Vertiefung) abgestoppt. Wahrend den
einzelnen Inkubationen werden die Platten mit einem adhdsiven Plastikstreifen
abgedeckt. Die Auswertung der ELISAs erfolgt mit Hilfe eines Photometers (450
nm) und dem Tecan Easy Win Fitting Programm. Mit Hilfe einer Standardreihe
des jeweiligen Cytokins (1000 pg bis 30 pg) kann die Menge des Cytokins in

den Uberstidnden quantifiziert werden.

2.5.2 Immunfluoreszenztest

bioMerieux, Lyon, France

Der indirekte Immunfluoreszenztest ist aufgrund seiner hohen Spezifitat und
Sensitivitat in der Routinediagnostik weit verbreitet. Er ist 6konomisch und
leicht durchzuflihren. Als quantitativer Test ist der IgG- IFT geeignet. Auf
Objekttragern fixierte, abgetdtete Tachyzoiten werden mit verschiedenen
Serumverdiinnungen inkubiert, anschlieBend gewaschen und mit Fluoreszin-
beladenem Anti- Human- Globulin und Evans- Blau als Kontrastfarbung
behandelt. Unter dem Fluoreszenzmikroskop erkennt man im positiven Fall
gelb- grin fluoreszierende Tachyzoiten oder Organismen mit fluoreszierenden
Ringen. Fir ein negatives Ergebnis sprechen rot gefarbte Tachyzoiten, die nicht
oder nur an einem Pol fluoreszieren. Interpretation: Schon 5 Tage nach

Infektion ist der Nachweis spezifischer IgG- Antikbrper moglich. Innerhalb von 2
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Monaten erreichen IgG- Immunfluoreszenztests ihr Titermaximum. Der
reziproke Wert der Verdlinnung, die noch positiv ist, ist als Titer definiert. Ab
einem Titer von =16 spricht man von Seropositivitat. Titer von <1:256 lassen
auf eine latente Infektion oder eine beginnende Erstinfektion schlieBen. Bei
Werten >1:1024 besteht ein begriindeter Verdacht auf eine akute manifeste
Toxoplasmose, die beim Auftreten Kklinischer Symptome behandelt werden
sollte. Flir eine Bewertung sind bereits wenige Verdlinnungsstufen ausreichend.

Die Ergebnisse im IgG- IFT werden subjektiv interpretiert.

2.6 Software

Die graphischen Darstellungen und die statistische Auswertung der Ergebnisse
wurden mit ,,Prism 2,01 (GraphPad Software, San Diego, USA) und MS Excel
(Microsoft, Redmond, USA) erstellt.
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3 Ergebnisse

Die pathophysiologischen Vorgange vieler psychiatrischer Erkrankungen sind bis
heute nicht endgiltig geklart. Eine gesteigerte immunologische Abwehr bei
einer Infektion mit 7. gondii steht im Verdacht, Uber eine Modulation im
Neurotransmitter System, die Entstehung von Schizophrenien und affektiven
Psychosen zu induzieren bzw. zu férdern. Die vorliegende Arbeit hat humorale
und zelluldre Parameter psychiatrischer Patienten mit denen einer psychisch
gesunden  Kontrollgruppe verglichen, um mdgliche immunologische
Besonderheiten psychiatrischer Patienten zu erfassen. Es wurden Patienten mit
verschiedenen psychiatrischen Erkrankungen, die je nach Diagnose, Gruppen
von C1-C4 zugeordnet wurden, untersucht. Der Gruppe C1 gehdrten
schizophrene Patienten, C2 schizoaffektive, C3 manisch- depressive und C4
depressive Patienten an. Die Gruppe C5 bestand aus einem psychisch gesunden

Kontrollkollektiv.

3.1 Serologie

Die folgende Abbildung zeigt die Seropravalenzraten von Toxoplasma gondii- AK
der von uns untersuchten Patientengruppen. Die serologischen Befunde wurden
mit dem Immunfluoreszenztest (IFT) erhoben. Insgesamt wurden 1213 Proben
untersucht. Die Gruppe C1 enthielt n=536, C2 n=50, C3 n=381, C4 n=47 und
C5 n=199 Probanden.
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Abb. 1: Toxoplasmen Durchseuchung in den Patientengruppen C1 - C5
Dargestellt ist der prozentuale Anteil der seropositiven Probanden in den verschiedenen
Patientengruppen.

Die Seropravalenzraten psychiatrischer Patienten variieren zwischen 37,27% in
C3 und 49,63% in C1. Die Rate bei nicht — psychiatrischen Patienten bewegt
sich mit 42,71% ebenfalls in dieser GréBenordnung. Eine erhohte
Durchseuchungsrate psychiatrischer Patienten ist somit nicht nachweisbar. Die
Durchseuchungsquote aller untersuchten Proben betrug im Mittel 44,35%. Eine
genauere Ubersicht (ber die Titerverteilung in dem Patientenkollektiv gibt
Abbildung 2.
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Abb. 2: FT-Titerverteilung aller untersuchten Proben
675 Probanden entsprechend einem Prozentanteil von 55,65% sind seronegativ. 492
Proben (40,56%) sind mit Titern zwischen 16 und 256 chronisch infiziert. 46
Patientenproben (3,78%) weisen Titer von groBer 256 auf. Die hohen Titer weisen auf
einen nicht allzu lange zuriickliegenden Kontakt mit dem Erreger im Rahmen einer
Primarinfektion oder eine Reaktivierung hin.

3.2 T - Zellwachstum nach Stimulation mit PHA und TLA

Der Hauptabwehrmechanismus bei chronischer Toxoplasmen- Infektion basiert
auf zelluldren Abwehrmechanismen. Dabei spielen T- Zellen eine wichtige Rolle.
Erstmals erfolgte hier eine systematische Analyse verschiedener zelluldrer
Parameter bei Patienten mit psychiatrischen Erkrankungen. Nach in vitro
Stimulation peripherer Blutlymphozyten (PBL) mit Toxoplasmen- Lysat (TLA),
wurde die Proliferation der Lymphozyten gemessen. Die Isolierung der PBL aus
heparinisiertem Vollblut erfolgte mit einer Dichtegradientenzentrifugation und
Verwendung von Ficoll. In einer Menge von 1x10°/ well wurden die PBL mit TLA
in verschiedenen Konzentrationen (0,01/0,1/1,0/10 pl/ml) flr 5 Tage inkubiert,
um die optimale Antigenmenge zu eruieren. AnschlieBend wurden die Zellen mit
3H- Thymidin radioaktiv markiert und weitere 24 Stunden inkubiert. Durch
Einbau von Thymidin in die zellulare DNA wurde die Messung der Proliferation

ermOglicht. Die durch den radioaktiven Zerfall des Tritiums erzeugten Lichtblitze
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wurden im B- Counter als ,, counts per minutes" (cpm) gemessen und waren ein

MaB flir das Lymphozytenwachstum.
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Abb. 3: TLA Titration am Beispiel des seropositiven Patienten C-1-81

Es wurden 1 x 10° PBL mit TLA (0,01/0,1/1/10 pg/ml) inkubiert. Fiinf Tage spater
erfolgte die Markierung mit *H-Thymidin, weitere 24 Stunden spater wurden die Zellen
bei -20°C eingefroren. Nach Auftauen wurde das Lymphozytenwachstum szintigraphisch
im B-Counter gemessen. Die unstimulierten Zellen wurden auf die gleiche Art und Weise
inkubiert und radioaktiv markiert. Das starkere Wachstum der stimulierten Zellen
konnte somit eindeutig auf die TLA Stimulation zurlickgefiihrt werden. Dargestellt sind
Mittelwerte aus Vierfachbestimmungen mit Standardabweichung.

Im Durchschnitt kristallisierte sich die Konzentration von 1,0 pg/ml, wie auch in
dem gezeigten Beispiel, als diejenige heraus bei der die besten
Wachstumswerte gemessen wurden. In einem weiteren Testansatz wurde
gleichzeitig die Vitalitdt der Lymphozyten getestet, in dem diese mit
Phytohamagglutinin (PHA), einem starken Mitogen stimuliert wurden. Diese als
Positivkontrolle dienende MaBnahme war erforderlich um die Funktionsfahigkeit

der Zellen nachzuweisen. Im Folgenden ist die Lymphozyten- Proliferation nach
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PHA Stimulation am Beispiel eines seropositiven und eines seronegativen

Probanden dargestellt.

40000-
40000-
€ 30000- £
by S. 30000+
£ £
% 2
2 20000- 2 20000-
© [$]
2 s
3 3
N 10000 N 10000
- -
ﬁ ﬁ
0 0

us PHA us PHA

C 1-81 seropositiv C 5-200 seronegativ

Abb. 4: T-Zellwachstum nach PHA Stimulation am Beispiel eines seropositiven und
seronegativen Patienten
Es wurden 1 x 10° PBL mit PHA (1ug/ml) inkubiert. Drei Tage spiter erfolgte die
Markierung mit *H-Thymidin, weitere 24 Stunden spéter wurden die Zellen bei -20°C
eingefroren. Nach Auftauen wurde das Lymphozytenwachstum szintigraphisch im B-
Counter gemessen. Die Behandlung der unstimulierten Zellen erfolgte nach dem
gleichen Ablauf und diente der Kontrolle. Das stdrkere Wachstum der stimulierten
Zellen konnte somit eindeutig auf die PHA Stimulation zuriickgefiihrt werden.
Dargestellt sind Mittelwerte aus Vierfachbestimmungen mit Standardabweichung.

Das T- Zellwachstum beider Probanden ist nach PHA Stimulation stark, wahrend
die unstimulierten Zellen nur eine geringe Proliferation zeigen. Die
Grundvoraussetzung fir nachfolgende Untersuchungen war somit erflillt. Der
Lymphozytenproliferationstest nach Stimulation mit TLA wurde insgesamt drei
Mal angelegt und am Tag flinf, sieben und neun (d5, d7, d9) nach Inkubation
radioaktiv markiert, um den optimalen Zeitpunkt zur Proliferationsmessung zu
erfassen. Das Wachstum der Zellen nach TLA Stimulation wird anhand der

Probanden aus vorheriger Abbildung (Abb.4) gezeigt.
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Abb. 5: T-Zell Wachstum eines seropositiven Probanden nach TLA Stimulation an
Tag d5-9
Es wurden 1x10° PBL mit TLA (1pg/ml) inkubiert und am Tag 5/7/9 nach Inkubation mit
3H-Thymidin markiert. Jeweils weitere 24 Stunden spéter wurden die Zellen bei -20°C
eingefroren. Nach Auftauen wurde das Lymphozytenwachstum szintigraphisch im B-
Counter gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte aus Vierfachbestimmungen mit

Standardabweichung.
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Abb. 6: T-Zell Wachstum eines seronegativen Probanden nach TLA Stimulation an
Tag d5-d9
Es wurden 1x10° PBL mit TLA (1pg/ml) inkubiert und am Tag 5/7/9 nach Inkubation mit
3H-Thymidin markiert. Jeweils weitere 24 Stunden spéter wurden die Zellen bei -20°C
eingefroren. Nach Auftauen wurde das Lymphozytenwachstum szintigraphisch im B-
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Counter gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte aus Vierfachbestimmungen mit
Standardabweichung.

Das T- Zellwachstum der Probe des seropositiven Probanden ist deutlich starker
als das des Seronegativen, dessen Proliferation nach TLA Stimulation sich an
allen drei Tagen kaum von der, der als Kontrolle dienenden, unstimulierten
Zellen unterscheidet. Insgesamt wurden in den Wachstumstests 213 Proben
getestet. Das durchschnittliche Proliferationsmaximum zeigte sich dabei am
funften Tag nach TLA Stimulation. Alle nachfolgenden Daten und Graphiken
beziglich des T-Zellwachstums nach TLA Stimulation beziehen sich daher auf
das Wachstum am Tag flinf und die Stimulation in einer Konzentration von 1
HMg/ml TLA. Die zusammenfassende Darstellung aller ausgetesten Daten der
Probanden zeigen die nachfolgenden Graphiken. Zundchst ist das Wachstum
nach PHA Stimulation wiedergegeben. Die Messergebnisse sind dabei jeweils
nach Gruppenzugehdrigkeit bzw. nach der Hohe des Antikérper  Titers

zusammengefasst.
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T- Zellwachstum nach PHA Stimulation in C1-C5
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im Vergleich zu Proben der gesunden Kontrollgruppe C5

Abb. 7: T-Zellwachstum nach Stimulation mit PHA am Tag drei
Es wurden 1x10° PBL mit PHA (1ug/ml) inkubiert und 72 Stunden spéter mit *H-
Thymidin markiert. Weitere 24 Stunden spater wurden die Zellen bei -20°C eingefroren.
Nach Auftauen wurde das Lymphozytenwachstum szintigraphisch im B-Counter
gemessen. Unter den Patientengruppen ist die Berechnung von statistischen
Unterschieden von Proben der psychiatrischen Patienten zu den Proben der psychisch
gesunden Kontrollgruppe C5 wiedergegeben. Ein signifikanter Unterschied besteht
nicht. Ein Unterschied von p= < 0,01 ist statistisch signifikant.

51



Ergebnisse

T- Zellwachstum nach PHA Stimulation ber.g.- AK
negativen und positven Proben
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Abb. 8: T-Zellwachstum nach Stimulation mit PHA am Tag drei
Es wurden 1x10° PBL mit PHA (1ug/ml) inkubiert und 72 Stunden spéter mit *H-
Thymidin markiert. Weitere 24 Stunden spater wurden die Zellen bei -20°C eingefroren.
Nach Auftauen wurde das Lymphozytenwachstum szintigraphisch im B-Counter
gemessen. Unter den Titerstufen ist die Berechnung von statistischen Unterschieden
seropositiver zu seronegativen Proben wiedergegeben. Ein signifikanter Unterschied
besteht nicht. Ein Unterschied von p= < 0,01 ist statistisch signifikant.

Die Proben zeigen im Durchschnitt eine starke Proliferation nach Stimulation mit
PHA. Eine psychiatrische Erkrankung oder eine Infektion mit 7. gondii hatte
dabei keinen EinfluB auf das Wachstum. Die Unterschiede der Proben der
Patientengruppen zu den Proben der Kontrollgruppe und die der seropositiven

zu den der seronegativen Proben waren im Durchschnitt nur minimal.
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Das T-Zellwachstum TLA stimulierter Proben zeigen die nachsten beiden
Abbildungen. Wie aus Abb.5 und 6 ersichtlich, zeigen die Proben seronegativer
Probanden, im Vergleich zu denen der Seropositiven, eine schwachere
Proliferation. Folglich ist die durchschnittliche Proliferation in Gruppen mit einem
zufallig hohen Anteil Seronegativer im Vergleich zu anderen Gruppen
schwacher. Zur Vermeidung von falschen statistischen Unterschieden zwischen
den Patientengruppen C1-C4 und der Kontrolle C5, sind alle seronegativen

Proben in folgender Abbildung nicht bericksichtigt worden.

T- Zellwachstum nach TLA Stimulation in C1- C5
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Abb. 9: T- Zellwachstum nach TLA Stimulation am Tag fiinf
Es wurden 1x10° PBL mit TLA (1pgg/ml) inkubiert und 5 Tage spater mit *H-Thymidin
markiert. Weitere 24 Stunden spater wurden die Zellen bei -20°C eingefroren. Nach
Auftauen wurde das Lymphozytenwachstum szintigraphisch im B-Counter gemessen.
Unter den Patientengruppen ist die Berechnung von statistischen Unterschieden zu den
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Proben der psychisch gesunden Kontrollgruppe C5 wiedergegeben. Ein signifikanter

Unterschied besteht nicht.
Ein Unterschied von p= < 0,01 ist statistisch signifikant.

Das durchschnittliche Wachstum der Proben

der Patientengruppen

unterscheidet sich nicht wesentlich voneinander. Ein starkeres Wachstum der

Patientenproben im Vergleich zu den Proben der Kontrollgruppe ist ebenfalls

nicht festzustellen. Die Darstellung der Proliferationsdaten auf Basis des

Toxoplasmen-Titers ist, unter Einbeziehung seronegativen Proben, in der

folgenden Graphik wiedergegeben:

T- Zellwachstum nach TLA Stimulation ber.g.-
Antikoérper seronegativen und seropositiven Proben
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Abb.10: T- Zellwachstum nach TLA Stimulation am Tag d5
Es wurden 1x10° PBL mit TLA (1pgg/ml) inkubiert und 5 Tage spéter mit *H-Thymidin
markiert. Weitere 24 Stunden spéater wurden die Zellen bei -20°C eingefroren. Nach
Auftauen wurde das Lymphozytenwachstum szintigraphisch im B-Counter gemessen.
Das durchschnittliche T- Zellwachstum nahm mit steigendem Titer zu. Ein statistisch
signifikanter Unterschied im Vergleich zu seronegativen Proben war ab einem Titer
groBer 16 nachweisbar. Ein Unterschied von p= < 0,01 ist statistisch signifikant.

Ein Vergleich des Wachstums der Zellen seropositiver und seronegativer Proben
zeigt eine starkere Proliferation zugunsten der Seropositiven. Dieser
Unterschied ist umso groBer je hoher der Toxoplasmen Titer ist. Ein statistisch
signifikanter Unterschied im Wachstumsverhalten im Vergleich zu Seronegativen

ist ab einem Titer von 32 nachweisbar.

3.3 Cytokin Sekretion nach Stimulation mit TLA

Die IFN-y vermittelte Aktivierung von Makrophagen ist einer der wichtigsten
antiparasitaren Mechanismen bei der Kontrolle einer Infektion mit 7. gondii. Die
groBte Menge IFN-y wird dabei von CD4" T-Lymphozyten, die zu Tyl Zellen
differenzieren, produziert. Zur Differenzierung einer Ty1- von einer Ty2-Antwort
wurde neben IFN-y das von Tu2 Zellen produzierte IL-5 aus Uberstédnden von
PBL, die zuvor mit TLA stimuliert worden waren, bestimmt. Die ndachste
Abbildung zeigt am Beispiel der bereits in den Wachstumstests gezeigten
Proben der Probanden C-1-81 und C-5-200 die Cytokinproduktion.
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Abb. 11: Cytokinproduktion eines seropositiven und -negativen Probanden nach TLA
Stimulation

1x10° PBL wurden mit TLA (1pg/ml) inkubiert. Die Uberstande wurden am achten Tag
nach Stimulation entnommen und bei -20°C eingefroren. Nach Auftauen wurde die
IFN-y und IL-5 Produktion mittels ELISA bestimmt. Der seropositive Proband zeigt eine
deutlich stérkere IFN-y Produktion als der seronegative Proband. Die IL-5 Produktion
beider Proben ist mit deutlich geringer als die IFN-y Produktion, beim Seropositiven
Probanden jedoch auch hier deutlich starker. Dargestellt sind Mittelwerte aus
Zweifachbestimmung mit Standardabweichung.

Die IFN-y Produktion von Proben psychiatrischer Patienten im Vergleich zu
denen von nicht psychiatrischen Probanden ist in Abb. 12 dargestellt. Da
Proben von seronegativen Probanden eine schwachere Sekretion von IFN- y
und IL- 5 zeigen, wiirden Patientengruppen, die Probanden mit einem groBen
Anteil von Seronegativen beinhalten, eine insgesamt schwachere Produktion
zeigen und somit falsch signifikante Unterschiede erzeugen. Daher sind alle

seronegativen Probanden in der nachfolgenden Abbildung nicht bericksichtigt
worden.
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IFN-y Produktion nach TLA Stimulation in C1- C5

600004 v
50000+ ] vy *
]
_ 400004 u ¢
£
> ng" °
Q.
= 300004 .
&
Vv
200004 DL vY
T} A, v "
u yvvy’ e o
100004 —"""—. L . P V:Vv . . °
EN g mEN —_— MMM A *e? ®
] n ¥ v, VYT i
o], it v!';""z': Sesee as
C1 C2 C3 C4 C5
Patientengruppen
0,0885 0,7596 0,1474 0,0761

Statistischer p- Wert von Patienten der Gruppen C1-C4 im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe C5

Abb. 12: IFN-y Produktion nach TLA Stimulation am Tag 8
1x10° PBL wurden mit TLA (1pug/ml) inkubiert. Die Uberstdnde wurden am achten Tag
nach Stimulation entnommen und bei -20°C eingefroren. Nach Auftauen wurde die
IFN-y Produktion im ELISA bestimmt. Unter den Patientengruppen ist die Berechnung
von statistischen Unterschieden zu den Proben der psychisch gesunden
Kontrollgruppe C5 wiedergegeben. Ein signifikanter Unterschied besteht nicht. Ein
Unterschied von p= < 0,01 ist statistisch signifikant.

Die IFN-y Sekretion ist in keinen Proben der Patientengruppen
Uberdurchschnittlich stark. Ein  Unterschied zu Proben nicht-psychiatrischer
Patienten ist nicht nachweisbar. Die Darstellung derselben Proben nach ihrem

Toxoplasmen Titer ist im Folgenden wiedergegeben:
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IFN-y Produktion nach TLA Stimulation
bei T.g.- AK positiven und negativen Probanden
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Abb. 13: IFN-y Produktion nach TLA Stimulation am Tag 8
1x10° PBL wurden mit TLA (1pug/ml) inkubiert. Die Uberstdnde wurden am achten Tag
nach Inkubation enthnommen und bei -20°C eingefroren. Nach Auftauen wurde die
IFN-y Produktion im ELISA bestimmt. Die durchschnittliche IFN-y Produktion nahm mit
steigendem Titer zu. Ein statistisch signifikanter Unterschied der seropositiven Proben
im Vergleich zu seronegativen Proben war ab einem Titer groBer 64 (Ausnahme: 512)
nachweisbar.

Der Vergleich von seropositiven mit seronegativen Proben zeigt eine
durchschnittlich starkere IFN-y Produktion Seropositiver. Mit steigender
Titerhdhe nimmt das AusmaB der IFN-y Sekretion zu. Ein signifikanter
Unterschied ist ab einem Titer von 128 nachweisbar (Ausnahme: 512). Die
semiquantitative  Darstellung der Daten veranschaulicht dies noch
eindrucksvoller (Abb.14):
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B 1= >1500 pg / ml
3 2= 100-1500 pg / ml
£ 3=<100 pg / ml

% der Proben
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Abb. 14: Semiquantitative Darstellung der IFN-y Produktion am Tag 8
Die IFN-y Produktion der Proben wurde eingeteilt in Kategorien von 1-3. 1 entspricht
mit einer Produktion >1500 pg/ml einer starken, 2 mit Werten zwischen 100 und 1500
pg/ml einer maBigen und 3 mit einer Sekretion < 100pg/ml einer schwachen
Produktion.
Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Bewertungen 1-3 in den jeweiligen
Titerstufen.

Die schwarzen Anteile der Balken, die eine starke Sekretion anzeigen nehmen
mit steigendem Titer von links nach rechts zu. Bei einem Titer >512 zeigen
90% der Proben eine starke IFN-y Produktion. Die weiBen Anteile der Balken,
die eine schwache Produktion anzeigen nhehmen mit steigendem Titer ab und

sind ab einem Titer von 256 nicht mehr vorhanden.

3.4 FACS- Analyse zur Charakterisierung von Oberflachen-
Antigenen und intrazellularen Cytokinen peripherer

Blutlymphozyten

Eine genauere Untersuchung der zelluldren Immunreaktion wurde mit dem
Fluoreszenzaktivierten Zellscanner (FACS) mdglich. Dieser ermdglichte durch

Verwendung hochaffiner fluoreszenzmarkierter Antikdrper die Bestimmung der
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an der Immunreaktion beteiligten Zellen. Simultan zur Markierung der
Oberflachenantigene CD4 und CD69 erfolgte die Markierung intrazellularer
Zytokine, IFN-y und das von Ty2 Zellen produzierte IL-4. CD69 ist ein Antigen,
das von stimulierten Zellen exprimiert wird. So gelingt es die an der
Immunreaktion beteiligten Zellen genau zu identifizieren. Vor der Stimulation
der Zellen mit TLA, erfolgte auch hier zunachst die Positivkontrolle durch
Stimulation mit einem starken Antigen (SEB) um die Funktionsfahigkeit der
Zellen zu testen. Insgesamt wurden 102 Proben im Durchflusszytometer
untersucht. Schizoaffektive Probanden (C2) sind mit diesem Verfahren nicht
untersucht worden. Die zusammenfassende Darstellung SEB stimulierter Proben
zeigen nachfolgende Abbildungen. Zunachst werden Proben psychiatrischer mit
denen nicht psychiatrischer Patienten verglichen, anschlieBend Proben

Seropositiver mit denen Seronegativer.

CD69 Expression nach SEB Stimulation in C1-C5
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Abb. 15: CD69 Expression nach SEB Stimulation bei Probanden der Gruppen C1-C5
Es wurde 0,5 ml heparinisiertes Vollblut mit SEB (1ug/ml) 2 Stunden bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurde Brefeldin A (BFA), ein Sekretionsinhibitor dazugegeben
und weitere 4 Stunden inkubiert. Der Behandlung mit einer Lyse Lsung zur Lysierung
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der Erythrozyten folgte die Zugabe einer Permeabilisierungsldsung. Die anschlieBende
30 mindtige Inkubation mit fluoreszierenden Antikérpern gegen das
Oberflachenantigen CD69 erfolgte in einem abgedunkelten Raum. Unter den
Patientengruppen ist die Berechnung der statistischen Unterschiede zur
Kontrollgruppe wiedergegeben. Ein signifikanter Unterschied besteht nicht. Ein
Unterschied von p= < 0,01 ist statistisch signifikant.

CD69 Expression nach SEB Stimulation bei
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Abb. 16: CD69 Expression nach SEB Stimulation bei seronegativen und seropositiven
Probanden
Die Ergebnisse der Proben, die zuvor nach ihrer Gruppenzugehdrigkeit gezeigt worden
sind, sind nun nach ihrem Titer wiedergeben. Unter den Titerstufen ist die
Berechnung von statistischen Unterschieden der seropositiven zu den seronegativen
Proben wiedergegeben. Ein signifikanter Unterschied besteht nicht. Ein Unterschied
von p= < 0,01 ist statistisch signifikant.
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IFN-y Produktion nach SEB Stimulation in C1- C5
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Abb. 17: IFN-y Produktion nach SEB Stimulation bei Probanden in den Gruppen C1-
C5
Es wurde 0,5 ml heparinisiertes Vollblut mit SEB (1ug/ml) 2 Stunden bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurde Brefeldin A (BFA), ein Sekretionsinhibitor dazugegeben
und weitere 4 Stunden inkubiert. Der Behandlung mit einer Lyse Ldsung zur Lysierung
der Erythrozyten folgte die Zugabe einer Permeabilisierungsldsung. Die anschlieBende
30 mindtige Inkubation mit fluoreszierenden Antikérpern gegen intrazelluldres IFN-y
erfolgte in einem abgedunkelten Raum. Unter den Patientengruppen ist die
Berechnung von statistischen Unterschieden von Proben der psychiatrischen Patienten
zu Proben der Kontrollgruppe wiedergegeben. Ein signifikanter Unterschied besteht
nicht. Ein Unterschied von p= < 0,01 ist statistisch signifikant.
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IFN-y Produktion nach SEB Stimulation beiT.g.-AK
negativen und positiven Proben
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Abb. 18: IFN-y Produktion nach SEB Stimulation bei seropositiven und —negativen
Probanden
Dargestellt ist die IFN-y Produktion Toxoplasmen Antikdrper negativer und positiver
Probanden.
Unter den Titerstufen ist die Berechnung von statistischen Unterschieden der
seropositiven zu den seronegativen Proben wiedergegeben. Ein signifikanter
Unterschied besteht nicht. Ein Unterschied von p= < 0,01 ist statistisch signifikant.
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IL-4 Produktion nach SEB Stimulation in C1- C5
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Abb. 19: IL-4 Produktion nach SEB Stimulation bei seronegativen und seropositiven
Probanden

Es wurde 0,5 ml heparinisiertes Vollblut mit SEB (1ug/ml) 2 Stunden bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wurde Brefeldin A (BFA), ein Sekretionsinhibitor dazugegeben und weitere 4
Stunden inkubiert. Der Behandlung mit einer Lyse Lésung zur Lysierung der Erythrozyten folgte
die Zugabe einer Permeabilisierungslésung. Die anschlieBende 30 miniitige Inkubation mit
fluoreszierenden Antikdrpern gegen intrazelluléres IL-4 erfolgte in einem abgedunkelten Raum.
Unter den Patientengruppen ist die Berechnung von statistischen Unterschieden von Proben
psychiatrischer Patienten zu Proben der gesunden Kontrollgruppe wiedergegeben. Ein
signifikanter Unterschied besteht nicht. Ein Unterschied von p= < 0,01 ist statistisch signifikant.
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IL-4 Produktion nach SEB Stimulation bei
T.g.- AK negativen und positiven Proben
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Abb. 20: IL-4 Produktion nach SEB Stimulation bei seropositiven und —negativen
Probanden
Dargestellt ist die IL-4 Produktion von Proben Toxoplasmen Antikdrper negativer und
positiver Probanden. Unter den Titerstufen ist die Berechnung von statistischen
Unterschieden der Proben seropositiver zu den Proben seronegativer Probanden
wiedergegeben. Ein signifikanter Unterschied besteht nicht. Ein Unterschied von p= <
0,01 ist statistisch signifikant.

Nach Stimulation mit SEB zeigten die Lymphozyten eine durchschnittlich starke
CD69 Expression und Cytokinproduktion. Der statistische p-Wert der Proben
Seroposititver zu denen der Seronegativen und der Proben der
Patientengruppen zu Proben der Kontrollegruppe belegte, dass weder
psychiatrische Erkrankungen noch eine Infektion mit 7. gondii, einen EinfluB auf
die Aktivitat von Lymphozyten haben. Nachdem die Positivkontrolle erbracht
worden war, erfolgte die Stimulation mit TLA. Die nachsten beiden Abbildungen
zeigen die CD69 Expression nach TLA Stimulation. Zunachst sind die Daten
nach der Gruppenzugehdrigkeit (seronegative Probanden ausgenommen),

weiter unten nach dem Toxoplasmen Titer wiedergegeben.
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CD69 Expression nach TLA Stimulation in C1- C5
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Abb. 21: CD69 Expression nach TLA Stimulation in den Gruppen C1-C5

Es wurde 0,5 ml heparinisiertes Vollblut mit TLA (1pg/ml) 2 Stunden bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurde Brefeldin A (BFA), ein Sekretionsinhibitor dazugegeben
und weitere 4 Stunden inkubiert. Der Behandlung mit einer Lyse Ldsung zur Lysierung
der Erythrozyten folgte die Zugabe einer Permeabilisierungsldsung. Die anschlieBende
30 minltige Inkubation mit fluoreszierenden Antikdrpern gegen das
Oberflachenantigen CD69 erfolgte in einem abgedunkelten Raum. Unter den
Patientengruppen ist die Berechnung von statistischen Unterschieden von Proben
psychiatrischer Patienten zu den Proben der gesunden Kontrollgruppe wiedergegeben.
Ein signifikanter Unterschied in der CD69 Expression besteht nicht. Ein Unterschied
von p= < 0,01 ist statistisch signifikant.
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CD69 Expression nach TLA Stimulation bei
T.g.- AK positiven und negativen Proben
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Abb. 21: CD69 Expression nach TLA Stimulation in den Gruppen C1-C5
Es wurde 0,5 ml heparinisiertes Vollblut mit TLA (1ug/ml) 2 Stunden bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurde Brefeldin A (BFA), ein Sekretionsinhibitor dazugegeben
und weitere 4 Stunden inkubiert. Der Behandlung mit einer Lyse Ldsung zur Lysierung
der Erythrozyten folgte die Zugabe einer Permeabilisierungsldsung. Die anschlieBende
30 mindtige Inkubation mit fluoreszierenden Antikérpern gegen das
Oberflachenantigen CD69 erfolgte in einem abgedunkelten Raum.Die durchschnittliche
CD69 Expression seropositiver Probanden ist in allen Titerstufen starker als die der
Seronegativen. Unter den Titerstufen ist die Berechnung von statistischen
Unterschieden der Proben seropositiver zu den Proben seronegativer Probanden
wiedergegeben.Eine signifikanter Unterschied besteht bei einem Titer von 16 und
Titerstufen >64. Ein Unterschied von p= < 0,01 ist statistisch signifikant

Die prozentuale CD69 Expression der Zellen der psychiatrischen Patienten ist im
Durchschnitt mit der von Zellen nicht-psychiatrischer Patienten zu vergleichen.
Die Betrachtung der Daten unter Bericksichtigung des Toxoplasmen Titers
jedoch, zeigt eine starkere Aktivierung der Zellen seropositiver Probanden. Ein
signifikanter Unterschied zu den Proben Seronegativer ist bei einem Titer von

16 und bei Titerstufen groBer 64 nachweisbar.
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Die Messung der intrazelluldren IFN-y Menge zeigte bei Proben von

psychiatrischen Patienten ebenfalls keine stdarkere Produktion im Vergleich zu
Proben der gesunden Kontrollgruppe (Abb.22). Wie in der CD69 Expression war
auch hier die starkere Immunantwort bei Proben Seropositiver zu sehen. Eine

signifikanter Unterschied besteht ab einem Titer von 256 (Abb.23).
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Abb. 23: IFN-y Produktion nach TLA Stimulation in den Gruppen C1-C5

Es wurde 0,5 ml heparinisiertes Vollblut mit SEB (1ug/ml) 2 Stunden bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend wurde Brefeldin A (BFA), ein Sekretionsinhibitor dazugegeben und weitere
4 Stunden inkubiert. Der Behandlung mit einer Lyse Lésung zur Lysierung der
Erythrozyten folgte die Zugabe einer Permeabilisierungsldésung. Die anschlieBende 30
minutige Inkubation mit fluoreszierenden Antikdrpern gegen intrazelluldres IFN-y
erfolgte in einem abgedunkelten Raum. Unter den Patientengruppen ist die Berechnung
von statistischen Unterschieden von Proben psychiatrischer Patienten zu Proben der
gesunden Kontrollgruppe wiedergegeben. Ein signifikanter Unterschied besteht nicht.
Ein Unterschied von p= < 0,01 ist statistisch signifikant.
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IFN-y Produktion nach TLA Stimulation bei
T.g.- AK negativen und positiven Proben
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Abb. 24: IFN-y Produktion nach TLA Stimulation seronegativer und —positiver

Proben

Die Ergebnisse der Proben, die zuvor nach ihrer Gruppenzugehdrigkeit gezeigt worden
sind, sind hier nach ihrem Titer wiedergeben. Die durchschnittliche IFN-y Produktion
ist bei Proben Seropositiver starker. Der Unterschied zu Proben seronegativer
Probanden ist ab einem Titer von 256 signifikant. Ein Unterschied von p= < 0,01 ist
statistisch signifikant.

Die Messung der IL-4 Produktion erfolgte zur Differenzierung von Ty1- (IFN-y)
und Ty2-Antwort (IL-4). Die IL-4 Produktionen zeigten sowohl beim Vergleich
von Proben psychiatrischer und nicht- psychiatrischer Probanden (Abb.25) als
auch beim Vergleich von Proben seropositiver und seronegativer Probanden

(Abb.26) keine signifikanten Unterschiede.
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IL-4 Produktion nach TLA Stimulation in C1- C5
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Abb. 25: IL-4 Produktion nach TLA Stimulation in den Gruppen C1-C5
Es wurde 0,5 ml heparinisiertes Vollblut mit SEB (1pg/ml) 2 Stunden bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurde Brefeldin A (BFA), ein Sekretionsinhibitor dazugegeben
und weitere 4 Stunden inkubiert. Der Behandlung mit einer Lyse Lésung zur Lysierung
der Erythrozyten folgte die Zugabe einer Permeabilisierungslésung. Die anschlieBende
30 mindtige Inkubation mit fluoreszierenden Antikérpern gegen intrazelluldres IL-4
erfolgte in einem abgedunkelten Raum. Eine statistische Berechung von Proben
psychiatrischer Patienten zu den Proben der gesunden Kontrollgruppe ergab keine
signifikanten Unterschiede. Ein Unterschied von p= < 0,01 ist statistisch signifikant.
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IL-4 Produktion nach TLA Stimulation bei
T.g.- AK negativen und positiven Proben
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Abb. 26: IL-4 Produktion nach TLA Stimulation seronegativer und —positiver Proben
Die Ergebnisse der Proben, die zuvor nach ihrer Gruppenzugehdrigkeit gezeigt worden
sind, sind hier nach ihrem Titer wiedergeben. Eine statistische Berechung von Proben
seropositiver Probanden zu den Proben seronegativer Probanden ergab keine
signifikanten Unterschiede. Ein Unterschied von p= < 0,01 ist statistisch signifikant.

Aus den Resultaten der durchgeflihrten Testverfahren kann keine
immunologische Besonderheit psychiatrischer Patienten im Sinne einer
starkeren Auseinandersetzung des Immunsystems mit Toxoplasmen Antigenen
im Vergleich zu psychiatrisch gesunden Probanden festgestellt werden. Die in
vitro Stimulation peripherer Blutlymphozyten mit TLA rief lediglich bei
Probanden, die bereits Toxoplasmen infiziert waren, eine starkere

Immunreaktion hervor.
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4 Diskussion

Auf der Suche nach atiopathogenetischen Befunden psychiatrischer
Erkrankungen wurden zahlreiche somatische Funktionen, insbesondere des
Stoffwechsels, untersucht. Erst nach Einflhrung neuroleptischer und
antidepressiver Medikamente in die Therapie der Schizophrenie bzw. der
Depression und die nahere Untersuchung ihrer Wirkungsweisen, ergaben sich
Einblicke in Neurotransmitter- Funktionen. Die Dopamin Hypothese entstand
durch die Erkenntnis, dass alle Neuroleptika liber die Blockade postsynaptischer
Dopamin-D,-Rezeptoren ihre antipsychotische Wirksamkeit entfalten. Weitere
Unterstlitzung erfuhr diese Hypothese durch die Beobachtung, dass es bei
hochdosierter Dopamintherapie, z.B. beim M. Parkinson, zu einem gehauften
Auftreten von Psychosen kam [76]. Aus biochemischer Sicht wird heute die
Uberaktivitidt zentralnervéser, dopaminerger Strukturen im mesolimbischen
System als wichtigstes Korrelat akuter schizophrener Psychosen diskutiert [75].
Als neurochemisches Korrelat depressiver Erkrankungen wird die Amindefizit-
Hypothese angesehen. Studien wiesen bei depressiven Patienten im Vergleich
zu Gesunden erniedrigte Konzentrationen von Noradrenalin bzw. Serotonin
nach. Hauptunterstlitzung erfuhr diese Hypothese durch die Aufkldrung des
Wirkmechanismus der Antidepressiva, welche die Aminkonzentrationen im
synaptischen Spalt entweder durch Wiederaufnahmehemmung von
Noradrenalin und Serotonin oder durch Blockade des Abbaus der genannten
Neurotransmitter erhdhen [96], [125], [126]. Auch flr das typischerweise
Depressionen auslésende Reserpin konnte eine Konzentrationsverringerung
biogener Amine im Gehirn nachgewiesen werden. Diese pharmakologischen
Befunde trugen zur Kenntnis der Pathophysiologie bei, ohne allerdings deren
Atiopathogenese erklaren zu kénnen. Im Rahmen epidemiologischer Studien
sind in den vergangenen Jahren immer wieder Infektionen diskutiert worden,
die die Entstehung psychiatrischer Erkrankungen férdern bzw. induzieren sollen.

In den Focus solcher Uberlegungen ist der Erreger T. gondii geraten, da er in
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der Lage ist Uber viele Jahre hinweg im zentralen Nervensystem zu persistieren
und neurologische bzw. psychiatrische Symptome hervorzurufen [127], [128],
[129], [130].

Diese Arbeit hat sich mit der Frage einer gesteigerten Immunreaktion bei
chronischer Toxoplasmen Infektion als mégliche Ursache flir die Dysregulation
im Transmitter System und somit mdglichen pathogenetischen Faktor
schizophrener und psychiatrischer Erkrankungen, beschaftigt. In der Literatur
werden insgesamt 4 verschiedenen Effektormechanismen zur Abwehr
intrazelluldrer Parasiten beschrieben. Dazu gehort unter anderem die Induktion
der Indolamin- 2,3 dioxygenase (IDO). Erstmalig konnte Pfefferkorn 1984 die
IFN-y induzierte Aktivierung von Fibroblasten und den durch die
Tryptophandepletion verbundenen toxoplasmostatischen antiparasitaren Effekt
der IDO zeigen [131]. Vorausgegangen war 1936 die Entdeckung eines
leberstandigen Enzyms, der Tryptophan 2,3- dioxygenase (TDO). Dieses war in
der Lage die Aminosaure Tryptophan zu Kynurenin abzubauen. 1963 isolierten
dann Hayaishi et al. die Indolamin 2,3- dioxygenase. Die TDO beeinflusst die
systemische, wahrend die IDO die lokale Tryptophankonzentration reguliert.
Dieses Enzym katalysiert die O,-abhangige Umsetzung von Tryptophan zu L-N-
Formylkynurenin, der erste Schritt im Abbau von Tryptophan. Der zweite Schritt
zu L- Kynurenin erfolgt Uber eine ubiquitare Formaminidase. Dabei wird nahezu
samtliches Tryptophan aus der Zellumgebung abgebaut. In den folgenden
Jahren konnte eine IDO Induktion bei weiteren Zelltypen wie Makrophagen,
Monozyten, Astrozyten und verschiedenen Tumorzelllinien gezeigt werden. Da
diese Aminosdaure essentiell flr Toxoplasmen ist, wird durch die
Tryptophandepletion eine Hemmung des Toxoplasmenwachstums erreicht. Der
Abbau der Aminosdure korreliert dabei direkt mit der Hemmung des
Toxoplasmenwachstums. Durch Supplementierung von Tryptophan kann die
antiparasitare Wirkung wieder aufgehoben werden. Dabei scheint die Wirkung
alleine auf der Verarmung von Trytophan zu beruhen, wahrend Abbauprodukte,

die im weiteren entstehen keinen EinfluB auf die Proliferation der Parasiten
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ausuben. Dabei ist es unerheblich ob es sich um intrazelluldare Parasiten wie
Toxoplasmen oder Chlamydien, oder extrazellulare Bakterien wie Gruppe B
Streptokokken handelt.

Dieser Effektormechanismus ist Grundlage flr die Spekulation eines
Zusammenhangs zwischen immunologischen AbwehrmaBnahmen und einer
psychiatrische Symptome hervorrufenden Dysregulation des Neurotransmitter
Systems [132]. Serotonin entsteht durch Hydroxylierung an 5°- Position und
anschlieBender Decarboxylierung aus Tryptophan; der IDO- vermittelte
Tryptophanentzug verursacht also konsekutiv auch einen Serotoninmangel.
Serotoninmangel konnte, wie bereits oben erwdhnt, die Entstehung von
depressiven Erkrankungen beglinstigen. Die Zwischenprodukte, die aus dem
Tryptophanabbau entstehen, kénnten flir die Synthese von Dopamin verwendet
werden und somit einen DopamintberschuB, der in der Pathophysiologie der

Schizophrenie eine Rolle spielen soll, verursachen [133].

Diese Arbeit hat durch Messung humoraler und zelluldrer Parameter das
immunologische Abwehrverhalten von Proben psychiatrisch erkrankten
Patienten mit Proben psychiatrisch gesunder Probanden verglichen. Dabei
wurde insbesondere der Frage einer erhdhten Immunreaktion psychiatrischer

Patienten nachgegangen.

4.1 Serologische Befunde

Eine Infektion mit Toxoplasmen stimuliert die humorale sowie die zellulare
Immunantwort. Die humorale Immunantwort erfolgt unter anderem durch B-
Lymphozyten, von denen spezifische Antikérper gegen T.gondii gebildet
werden. Obwohl ein breites Spektrum von anti- 7. gondii Antikdrpern gebildet
wird, spielt die humorale Immunantwort bei der Abwehr eine untergeordnete

Rolle. Die Toxoplasmen- spezifischen IgG- Antikdrper erreichen nach 2-4
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Monaten Maximalwerte und persistieren (iber viele Jahre. Die Ursache der meist
lebenslang erhohten Antikdrpertiter mit Immunitat ist wohl in der standigen
Auseinandersetzung zwischen Wirt und Erreger zu sehen. Bei einem intakten
Immunsystem besteht eine Art Gleichgewicht zwischen den enzystierten
Bradyzoiten und der korpereigenen Abwehr (IFN-y/CD8" T- Zellen):
rezidivierend kommt es zur Ruptur einiger Zysten mit einer entsprechenden
Reaktion der kdrpereigenen Abwehr und in der Folge zu Veranderungen der
Oberflachenantigenexpression der Toxoplasmen. Ein Teil der bislang zu diesem
Thema publizierten Studien konnten eine erhdhte Seropositivitat gegen T.
gondii bei Schizophrenen im Vergleich zu gesunden Kontrollgruppen zeigen
[120], [121], [122], [134]. Diese serologischen Unterschiede konnten wir in
unserer Studie nicht feststellen. Die Seroprdvalenzraten in den
Patientengruppen zeigten keine gréBeren Abweichungen untereinander und zur
gesunden Kontrollgruppe. Sie variierte zwischen 37,27% in C3 und 49,63% in
C1. Die Durchseuchungsquote aller untersuchten Proben betrug 44,35%. Diese
Befunde sind mit seroepidemiologischen Erhebungen der Gesamtbevdlkerung
Ubereinstimmend. Die Pravalenz der Infektion mit 7. gondii in der
Gesamtbevidlkerung ist altersabhangig und regional unterschiedlich. Die
Infektionsrate nimmt mit dem Lebensalter zu [135]. Man geht von einer
globalen Durchseuchung von etwa 30% aus [136]. Fir das Gebiet der
Bundesrepubklik Deutschland gilt als Faustregel, dass Lebensjahre ungefahr der
Durchseuchung entsprechen [137]. Es ist daher wichtig bei solchen
Untersuchungen das Alter der Probanden in den Vergleichsgruppen
anzupassen. In Bezug auf den Infektionsweg, ist es darliber hinaus auch
sinnvoll die Probanden aus derselben geographischen Region zu rekrutieren.
Probanden aus landlichen Regionen sind beispielsweise haufiger seropositiv als
solche, die in Stadten leben [138], [139]. Diese beiden Kriterien sind bei der
Wahl unserer Probanden beriicksichtigt worden. Mdgliche Ursache flr die
erhdohten  Seropravalenzraten der erwdahnten Studien kbénnte eine

Nichtberlicksichtigung dieser Kriterien sein.
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4.2 Zellulare Immunantwort

Der Hauptabwehrmechanismus bei der Kontrolle der obligat intrazellular
lebenden Toxoplasmen erfolgt durch T-Lymphozyten. Die vorliegende Arbeit hat
nun erstmals mit der Messung zelluldrer Parameter einen Beitrag zur ndheren
Beleuchtung dieser Vorgange bei Patienten mit psychiatrischen Erkrankungen

geleistet.

4.2.1 T-Zellproliferation

Zu Beginn einer Primdrinfektion mit 7. gondii werden zunachst die
unspezifischen Abwehrmechanismen der angeborenen Immunabwehr aktiviert,
an der primar Dendritische Zellen, Makrophagen und infizierte Wirtszellen
beteiligt sind. Diese Mechanismen begrenzen einerseits die Ausbreitung der
Parasiten und leiten andererseits die Ausbildung einer spezifischen
Immunantwort ein. Erst die spezifische Immunantwort ist in der Lage die
Infektion zu kontrollieren. In den regiondren Lymphknoten prasentieren die
professionell antigenprasentierenden Makrophagen und Dendritischen Zellen
Toxoplasma Antigen und stimulieren damit T- Zellen. Die so induzierte
antigenspezifische Immunantwort durch T- und B- Lymphozyten wird nach etwa
funf Tagen wirksam. Unter dem EinfluB von IL- 12 und IFN-y wird die fir die
Abwehr intrazelluldrer Erreger typische, sogenannte Typ 1-Antwort induziert.
Die Tatsache, dass eine Behandlung mit Antikérpern gegen den CD4- Rezeptor
wahrend der Vakzination mit attenuierten Toxoplasmen nicht zur Entwicklung
einer protektiven Immunitat flhrt, unterstitzt dieses Konzept ebenso wie die
Erkenntnis, dass der adoptive Transfer Toxoplasma immuner CD8- Zellen in
naiven Mausen allein keinen Schutz vor einer letalen Infektion bietet [140]. In

dem Lymphozyten- Wachstumstest wurde das T-Zellwachstum nach in vitro
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Stimulation peripherer Blut Lymphozyten (PBL) erfasst. Zunachst erfolgte die
Stimulation mit PHA, einem starken Antigen, als Vitalitdtsnachweis der
Lymphozyten. Die Zellen zeigten ein starkes Wachstum. Eine addquate Reaktion
auf dieses Mitogen, unabhangig vom Vorhandensein eines Toxoplasmen Titers
und unabhangig von psychiatrischen Erkrankungen, ist Grundvorrausetzung ftr
die Bewertung nachfolgender immunologischer Untersuchungen. Das
durchschnittliche Wachstum der Zellen von den Patientengruppen nach
Stimulation mit Toxoplasmen Lysat (TLA) zeigte keine gréBeren Unterschiede
untereinander und insbesondere zu der gesunden Kontrollgruppe. Die Theorie
der starkeren Immunreaktion bei psychiatrischen Patienten, konnte in dieser
Untersuchung nicht bestdtigt werden. In der Betrachtung der Daten unter
Berlcksichtigung des Toxoplasmen Titers ergab sich ein starkeres Wachstum
von Zellen seropositiver Probanden. Dies ist zurlickzuflihren auf bestehende
Immunkompetenz nach Infektion mit dem Erreger in der Vergangenheit. Ein
statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zu seronegativen Proben ist

bereits ab einem Titer von 32 nachweisbar.

4.2.2 Cytokinproduktion

Die protektive Immunantwort gegen T. gondii wahrend der akuten und
chronischen Phase der Infektion wird in erster Linie durch IFN-y vermittelt. Der
wichtigste Mechanismus dabei ist die Aktivierung der Makrophagen. Im Hinblick
auf die spezielle Fragestellung dieser Arbeit ist auBerdem von Bedeutung, dass
IFN-y die Expression der IDO, die uber eine Tryptophandepletion die
Dysregulation im Neurotransmittersystem verursachen soll, stimuliert. Neben
CD8" und CD4" T-Lymphozyten sind natirliche Killerzellen, die zur
unspezifischen zelluldren Immunabwehr gezahlt werden, flr die initiale IFN-y
Produktion wahrend der akuten Infektion zustandig. Die groBte Menge IFN-y

wird jedoch von CD4" T-Lymphozyten, die zu Tul-Zellen differenzieren,
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produziert. Neben IFN-y wurde das von Ty2-Zellen produzierte IL-5 zur
Differenzierung von Tyl- und Ty2- Antwort, bestimmt. Die Entwicklung einer
IFN-y vermittelten Typ 1 Antwort ist essentiell fir die Kontrolle der
intrazelluldren  Vermehrung von  Toxoplasmen. Um jedoch einer
Immunpathologie vorzubeugen, ist es notwendig, die Cytokinantwort zu
regulieren. Antagonisten einer Typ 1- Antwort sind zum Beispiel die von Ty2-
Zellen Lymphozyten sezernierten Cytokine IL-4, IL-5, IL-10. Die Notwendigkeit
der Regulation konnte in Cytokin- defizienten Mdusen gezeigt werden. IL-10
defiziente Maduse sterben wahrend der akuten Phase einer Infektion mit
avirulenten Toxoplasmen an den Folgen einer Cytokin vermittelten
Immunpathologie [141]. In der chronischen Phase der Infektion sind Typ 1
Cytokine ebenfalls entscheidend an der Aufrechterhaltung der Immunantwort
beteiligt. In chronisch infizierten Mausen flihrte die Neutralisation von IL-12 und
IFN-y zur Reaktivierung der Zysten und zur Entwicklung einer letalen
Toxoplasma- Enzephalitis [140], [142]. In den Messungen zeigten die Proben
seropositiver Probanden eine starke IFN-y Produktion. Die IL-5 Produktion war
ebenfalls bei seropositiven Proben starker. Die Hypothese eines lberwiegend
proinflammatorischen Immunsystems mit verstarkter IFN-y Produktion bei
psychiatrischen Patienten konnte hingegen nicht bestdtigt werden. Die
durchschnittliche IFN-y Produktion der T- Zellen von Proben der psychiatrischen
Patienten untereinander und insbesondere im Vergleich zu den Proben der
gesunden Kontrollgruppe zeigte keine auffallenden Unterschiede. Eine starke
IFN-y Produktion war nur bei Proben seropositiver Probanden zu verzeichnen.
Je hoher der Titer desto starker war die IFN-y Produktion, der Unterschied zu

Proben seronegativer Probanden war ab einem Titer 128 signifikant.
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4.2.3 Charakterisierung von Oberflachenantigenen und intrazellularer
Cytokine peripherer Blutlymphozyten im Fluoreszenzaktivierter
Zellscanner (FACS)

Eine weitere Untersuchung immunologischer Vorgange erfolgte mit der
Durchflusszytometrie. Hierbei gelang ein genauer Nachweis der an der
Immunreaktion beteiligten Zellen, zu einem sehr frihen Zeitpunkt. Die
simultane Markierung des Aktivierungsantigens CD69 auf der Oberflachen und
der Cytokine, IFN-y und IL-4, intrazelluldar machte die genaue Identifizierung der
an der Immunreaktion beteiligten Zellen moglich. Die erforderliche
Positivkontrolle zum Nachweis der Funktionsfahigkeit der Lymphozyten erfolgte
durch Stimulation mit SEB. Nach Stimulation mit SEB konnte eine Aktivierung
der Zellen mit starker CD69 Expression sowie starker IFN-y Produktion gezeigt
werden. Die Zugehorigkeit in eine der Patientengruppen oder das
Vorhandensein eines Toxoplasmen Titers spielte dabei keine Rolle. Nach
Stimulation der Proben mit Toxoplamen Lysat ergibt sich die gleiche
Befundkonstellation wie in den zuvor gezeigten Untersuchungen. Proben
seropositiver Probanden zeigten eine starkere CD69 Expression und IFN-y
Produktion, je hoher der Titer desto starker auch hier die Immunreaktion. Eine
signifikanter Unterschied Proben T .gondii- Antikorper positver Probanden ergab
sich flr die CD69 Expression ab einem Titer von 128, fir die IFN-y Produktion
ab einem Titer von 256. In Konkordanz zu den bisherigen Befunden kann auch
hier bei Proben psychiatrischer Patienten im Vergleich zu Proben psychisch
gesunder Probanden kein Unterschied hinsichtlich einer starkeren

Immunreaktion festgestellt werden.

Zusammenfassend ergibt sich aus unseren Befunden kein Anhalt flir eine
Uberstimulation des Immunsystems psychiatrisch erkrankter Patienten im
Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe. Ein proinflammatorischer
Immunstatus, der (ber eine Modulation des Neurotransmitter Systems

psychotische oder affektpsychotische Symptome hervorrufen soll, konnte

79



Diskussion

sowohl in serologischen als auch in zelluldren Untersuchungen nicht
nachgewiesen werden. MaBgeblich flir eine starke Immunreaktion war das

Vorhandensein eines Toxoplasmen — Titers, also eine stattgehabte Infektion.

In den letzten Jahren sind viele Studien durchgefihrt worden, die den
Zusammenhang zwischen einer Toxoplasmen- Infektion und psychiatrischen
Symptomen untersucht haben. Einige dieser Studien konnten signifikant héhere
T.g.- AK- Titer bei psychiatrischen Patienten zeigen [120], [121], [122], [134].
Diese sind jedoch kritisch zu betrachten. Angesichts der Tatsache, dass eine
Toxoplasmose eine haufig vorkommende Infektion ist ( rund 1/3 der
Weltbevdlkerung ist infiziert!), konnen dies Ergebnisse auch nur Zufallsbefunde
sein. Nimmt man diese Studien jedoch ernst, ist zunachst die Frage der
Kausalitat zu klaren. Ist die Infektion das Resultat einer Immunsuppression, wie
sie beispielsweise nach langjahriger Neuroleptikamedikation vorkommt [132],
[143], [144] oder gibt es tatsachlich einen atiopathogenetischen
Zusammenhang im Sinne von psychiatrische Erkrankungen hervorrufender
zerebraler Toxoplasmose? Um diese Frage mit ausreichender Sicherheit
beantworten zu kdnnen, muB der zeitliche Zusammenhang des Erwerbs der
Infektion bzw. der Reaktivierung zum Auftreten psychiatrische Symptome
bekannt sein. Da eine Toxoplasmen- Infektion jedoch in der Regel
asymptomatisch verlduft, ist dies aus praktischen Griinden nicht mdglich.
Mdglichkeiten sich dem ungefdhren Infektionszeitpunkt zu nahern, bestehen
beispielsweise bei serieller Bestimmung von Antikérper Titern. Hohe Titer mit
Fluktuationen im Verlauf konnten Hinweise fiir eine kurz zuvor erworbene oder
reaktivierte Infektion sein. Weitere Hinweise kdnnte jedoch auch die IgG-
Aviditat bei Erstinfizierten liefern. Aviditat ist ein MaB flir die Bindungsstarke
zwischen Antikérper und Antigen. Im akuten Stadium einer Primarinfektion
zeigen die IgG- Antikdrper eine schwachere Bindung zum Antigen als in der

chronischen Phase und besitzen somit eine niedrige Aviditat. Hauptkritikpunkt
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an den Studien, die eine erhdhte Seropravalenzrate psychiatrischer Patienten im
Vergleich zu psychiatrisch gesunden Probanden zeigen konnten, ist, dass bei
Schizophrenen aufgrund verschiedener Ursachen (langjahriger
Neuroleptikatherapie, starkere Exposition durch extrovertierten Lebensstil,
haufige Krankenhausaufenthalte) mdglicherweise eine Immunsuppression mit
groBerer Empfanglichkeit fir opportunistische Erkrankung vorliegt. Um
moglichst gleiche Verhaltnisse / Vorraussetzungen zwischen Patienten- und
Kontrollgruppe herzustellen, sind daher in den letzten Jahren zunehmend
Untersuchungen mit Patienten durchgeflihrt worden, die die erste Episode ihrer
Erkrankung durchmachten. In den bisher vorliegenden Studien mit
Ersterkrankten Patienten ergeben sich ebenfalls sehr unterschiedliche
Ergebnisse. Neben erhohten Serofrequenzraten gegen T. gondii zeigen einige
Studien eine erhdhte Serointensitdt erkrankter Patienten [133]. Serointensitat
bedeutet, dass schizophrene T. gondii — Antikdrper positive im Vergleich zu
gesunden T. gondii — Antikérper positive signifikant hoéhere Titerstufen
aufwiesen. Von Mikrobiologen werden diese Studien wegen der zum Teil nicht
ganz korrekten Durchfiihrung bzw. Bewertung der Toxoplasmen- Serologie
kritisiert. Auch hier kdnnte eine serielle Bestimmung des Titers zur besseren
Zuordnung der Befunde hilfreich sein. AuBerdem ist zu berlcksichtigen, dass
hohe Toxoplasmen Titer nicht zwangslaufig eine aktive oder reaktivierte
Infektion anzeigen missen. Sie kénnen auch Ausdruck einer anlage bedingten
gesteigerten Immunantwort sein [145], [146]. Zum AusschluB einer solchen
unspezifischen Antikdrperproduktion, kénnte die Bestimmung von Antikdrper

Titern gegen andere Erreger hilfreich sein.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass der Zusammenhang zwischen
Toxoplasmose und Psychosen sehr kontrovers erértert werden muss.
Mdglicherweise spielt der IDO- vermittelte Tryptophanentzug mit konsekutiver
Dysregulation im Neurotransmitter- System bei einem Teil der Erkrankten mit
entsprechender Vulnerabilitat eine Rolle. Wie bereits erwahnt ist die Studienlage

derzeit jedoch sehr heterogen. Im Vergleich zu den anderen Studien [120],
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[121], [122], [134], [147], die durchschnittlich ca. 30-40 Probanden umfassen,
umfasst die vorliegende Arbeit eine erheblich gréBere Anzahl an Probanden.
AuBerdem hat hier mit der Untersuchung zelluldrer Parameter eine wesentlich
detalliertere Untersuchung stattgefunden. Angesichts der Tatsache, dass
psychiatrische Erkrankungen und insbesondere die Schizophrenie schwere
Verldufe zeigen kénnen und es trotz intensiver Forschungsbemiihungen noch
immer keine Kausaltherapie gibt, sollten die Studien, die eine erhohte
Serofrequenzrate bzw. —intensitat zeigen, bis zum endgliltig negativen Beweis,
Beachtung finden. Als Konsequenz aus all diesen Beobachtungen werden
derzeit Studien geplant, in denen Patienten mit einer Schizophrenie mit
Antibiotika behandelt werden, die das Wachstum von Toxoplasmen inhibieren.
Als weiterer Aspekt ergibt sich aus dieser Arbeit mdglicherweise auch eine neue
Option in der Diagnostik einer Toxoplasmen- Infektion  Bei der bekannten
hohen Durchseuchungsrate in der Bevdlkerung und mit Zunahme der Haufigkeit
immunsuppressiver Erkrankungen wie AIDS und Karzinomerkrankungen sowie
bei induzierter Immunsuppression bei Patienten mit Organtransplantation
besteht ausreichend Anlass hierzu. Wie bereits erwdhnt nehmen zellulare
Parameter trotz ihrer so wichtigen Funktion bei der Immunabwehr einer
Toxoplasmen- Infektion, eine eher untergeordnete Rolle in der Diagnostik ein.
GroBer Vorteil der Messungen in der DurchfluBzytometrie ist, dass die Befunde
schnell innerhalb eines Tages vorliegen. Aufgrund der guten Korrelation der mit
der DurchfluBzytometrie erhobenen Befunde mit den Befunden aus dem IFT,
ergeben sich auBerdem Hinweise flir eine gute Sensitivitat dieses Verfahrens. In
der Zukunft kdnnte hiermit moglicherweise eine neue diagnostische Methode,
erstmals auf Grundlage der zelluldaren Immunreaktion, etabliert werden. Als
antigener Stimulus kdnnten rekombinante Toxoplasmen- Antigene verwendet

werden.
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5 Zusammenfassung

Die Ursache vieler psychiatrischer Erkrankungen wie die der Schizophrenie und
depressiver Erkrankungen sind trotz intensiver Forschungsbemihungen bis
heute nicht endglltig geklart. Epidemiologische Studien zeigten, dass
Umweltfaktoren, wie z.B. perinatale Infektionen und Geburten in der kalten
Jahreszeit mit einem erhdhten Risiko zu erkranken einhergingen. In den Focus
solcher Uberlegungen gerieten unter anderem Erreger wie 7. gondii, da sie in
der Lage sind Uber viele Jahre im ZNS zur persistieren. Ausgangspunkt dieser
Arbeit sind einige Studien, in denen gezeigt wurde, dass Patienten mit
Schizophrenie haufiger 7. gondii positiv. waren. Hintergrund dieses
Zusammenhangs soll eine durch antiparasitire Abwehrmechanismen
hervorgerufen Dysregulation im Neurotransmittersystem sein. Es wurden
Patienten mit verschiedenen psychiatrischen Erkrankungen im Vergleich zu
einer psychiatrisch gesunden Kontrollgruppe untersucht. Die serologischen
Befunde zeigten keine gréBeren Abweichungen der Proben der verschiedenen
Patientengruppen zu den Proben der gesunden Kontrollgruppe. Alle Gruppen
zeigten vielmehr Durchseuchungsraten, die mit der der Gesamtbevdlkerung
Ubereinstimmen. Weiterhin wurde das Wachstum bzw. die Aktivierung
peripherer Blutlymphozyten und die Zytokinproduktion (IFN-y, IL-4, IL-5) nach
Infektion mit Toxoplasmen- Lysat (TLA) gemessen. Im T- Zellwachstum
ergaben sich keine groBeren Unterschiede zwischen den einzelnen
Patientengruppen und der gesunden Kontrollgruppe. Einen signifikanten
Unterschied mit starkerem Wachstum zeigten lediglich die Proben Seropositiver.
Die aus den Uberstdnden von stimulierten PBL gemessenen Zytokine IFN-y
(Tul- Antwort) und IL-5 (Tw2- Antwort) zeigten ebenfalls keine wesentlichen
Unterschiede zwischen den Proben psychiatrischer Patienten und psychiatrisch
gesunder Probanden. Eine starkere Zytokinproduktion konnte lediglich
zugunsten von Proben seropositiver Probanden verzeichnet werden. Die
Messungen in der Durchflusszytometrie ermdglichte eine simultane Markierung
der Oberflachenantigene CD4 und CD69 sowie die Markierung intrazelluldrer
Zytokine, IFN-y und IL-4. Auch hier konnten keine Unterschiede von Proben
psychiatrischer Patienten im Vergleich zu Proben gesunder Probanden
festgestellt werden. Lediglich Proben seropositiver Probanden zeigten auch hier
eine starkere Expression von CD4/ CD69 und eine starkere Zytokinproduktion.
Zusammenfassend ergaben sich in allen durchgeflihrten Untersuchungen keine
immunologischen Besonderheiten von Proben psychiatrischer Patienten im
Vergleich zu Proben der gesunden Kontrollgruppe. Eine starke Immunreaktion
konnte lediglich bei Proben Seropositiver Probanden verzeichnet werden. Durch
die schnelle Verfligbarkeit der Befunde in der Durchflusszytometrie bei guter
Sensivitat und Spezifitat kdnnte in Zukunft anhand dieser Methode ein neues
diagnostisches Verfahren etabliert werden. Bei der hohen Durchseuchungsrate
in der Bevolkerung und mit Zunahme der Haufigkeit immunsuppressiver
Erkrankungen besteht ausreichend Anlass hierzu.
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7 Abkiirzungsverzeichnis

Abb.
AK
BSA
cD
cpm

d
DMSO
EDTA
ELISA
FACS
FCS
h

*H
IFT
IDO
IFN
Ig

IL
IMDM
LSC
LZL
MHC
oD
PBS
PHA
RT
SD
SEB

T.9.
Tab.
TLA

TMB

Abbildung

Antikorper

Bovine serum albumin

Cluster of Differentiation

Counts per minute

Tage

Dimethylsulfoxid
Ethylendiamintetraessigsaure
Enzyme- Linked Immuno Sorbent Assay
Fluoreszenz aktivierter Zell- Scanner
Fetales Kalber Serum

Stunde(n)

Tritium

Immunfluoreszenztest

Indolamin 2,3- Dioxygenase
Interferon

Immunglobulin

Interleukin

Iscoves Modified Dulbecco” s Medium
Liquid scintillation counter

Lysat von Mausfibroblasten der Linie 929
Major Histocompatibility Complex
Optische Dichte

Phosphat buffered Saline
Phytohamagglutinin
Raumtemperatur
Standardabweichung
Staphylokokken- Enterotoxin B
Thymin

Toxoplasma gondii

Tabelle

Toxoplasmen Lysat

3,37, 5,5 Tetramethylbenzidin
Units
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